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Kurzfassung
Mikrofluidik Design auf Einmalteststreifen fur ein Kalium Home Monitoring System

In dieser Arbeit wird ein Teststreifen-Design fir einen Einmal-Kaliumsensor fir die
Heimanwendung entwickelt. Der Teststreifen soll einen Tropfen Blut aus der Fingerbeere
aufnehmen, aus dem Blut die Erythrozyten hadmolysefrei abtrennen und das gewonnene
Plasma mit einem mikrofluidischen Kanal Uber die Messelektroden leiten. Durch die
Verwendung von Blut bei der Messung besteht die Anforderung an Hamokompatibilitat fur
alle Materialien, die mit der Probe in Kontakt kommen. Die Zeitspanne vom Applizieren des
Bluttropfens auf den Teststreifen, bis zur vollstandigen Bedeckung der Messelektroden mit
dem separierten Blutplasma, sollte 2 Minuten nicht Ubersteigen. Die fir die mikrofluidischen
Komponenten verwendeten Materialien wurden dabei auf hydrophile Benetzbarkeit
(Kontaktwinkelmessung), Hamokompatibilitat (Messung des Hamolysegrades),
Plasmaseparationsvermégen und passive Kanalsaugwirkung (basierend auf Kapillarkraften)
untersucht. Das finale Design ermdéglicht eine Plasmaseparation aus einem 10 ul groRem
Blutstropfen und die Bereitstellung des separierten Plasmas zur Messung des
Kaliumgehaltes in unter 16 Sekunden, bei einer Plasmareinheit von 100%. Der
Hamolysegrad des Plasmas bleibt dabei unverandert. Die Plasmarecoveryrate wurde mit
55% gemessen. Damit werden sowohl die Randbedingungen der hamolysefreien Separation

von Plasma, als auch die Zeitvorgabe erfullt.

Schlagworter: Kaliumeinmalteststreifen, Hamolysedetektion, Plasmaseparation, Mikrokanal,
Dead-End-Betrieb



Abstract
Microfluidic design on single test strips for a pot assium home monitoring system

In this work, a test strip design is developed for a single-use potassium-sensor for use in the
patients” homes. The test strip shall draw a single drop of blood from the fingertip, separate
the erythrocytes from the blood and guide the gained plasma via a microfluidic channel
towards the measuring electrodes. These steps shall be performed without the occurrence of
hemolysis of the sample. Since blood is used for the measurement, all materials that get in
contact with the sample have to meet the requirement of haemocompatibility. The timeframe
between applying the drop of blood onto the test strip and to entirely covering the
measurement electrodes with the separated blood plasma should not exceed 2 minutes. The
materials used for the microfluidic components were investigated on hydrophilic wettability
(contact angle), haemocompatibility (measurement of the level of hemolysis), ability of
plasma separation and passive channel suction effect (based on capillary forces). The final
design allows plasma separation from a 10 pl blood drop and delivering a sufficient volume of
separated plasma for measuring the potassium concentration in less than 16 seconds with a
plasma purity of 100%. The level of hemolysis remains unchanged as the used materials do
not cause additional hemolysis. The plasma recovery rate was 55%. Thus, it meets the

requirements of hemolysis-free separation of plasma, as well as the timing.

Keywords: potassium single test strip, detection of hemolysis, plasma separation,

microchannel, dead-end-mode
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1 Einleitung und Aufgabenstellung

Bei JOANNEUM RESEARCH wird zurzeit im Projekt K@home die Sensorchemie flr einen
Kalium Sensor im Einmal-Teststreifen-Format erforscht. Das Sensorsystem mit
Einmalteststreifen wird speziell fir die Heimanwendung, fir Personen mit den
Krankheitsbildern chronische Herz- und Niereninsuffizienz entwickelt. Dadurch sollen akute
Entgleisungen des Kaliumspiegels und daraus resultierende Krankenhausaufenthalte

deutlich reduziert werden.

Die bis heute praktizierte Standardvorgehensweise zur Kaliumbestimmung setzt eine Arzt-
oder Spitalsambulanzbesuch voraus, welcher mit groem Aufwand und hohen Kosten
verbunden ist. Die Problematik verbirgt sich nicht nur hinter der Abnahmen des vendsen
Blutes beim Patienten, sondern auch durch den Transport und der Untersuchung durch ein
Labor, Uber das der Kaliumgehalt bestimmt wird. Durch die standardisierten Methoden, kann
es durch verschiedene Faktoren zur Hamolyse und einer damit verknlpften

Ergebnisverfalschung kommen.

Im Zuge dieser Diplomarbeit wurde ein mikrofluidischer Kanal mit Plasmaseparationsbereich
an einem Teststreifensystem entwickelt. Dieses Teststreifensystem soll Anwendung finden,
fur das Home-Monitoring von Kalium-Plasmakonzentrationen und damit fir eine
Uberwachung von Patienten mit chronischer Herz- und Niereninsuffizienz. Das sensorische
Element basiert dabei auf einer fir Kaliumionen selektiven Membran, welche durch eine
potentiometrische Messung die Kaliumaktivitat misst. Damit eine Ergebnisverfalschung durch
hamolysiertes Blut gemessen werden kann, wird Erythrozyten-freies Plasma, fir eine
Hamolysedetektion, bendtigt. In dieser Arbeit wurde der Einmalteststreifen, der diese

Anforderungen erflillt, in 2 Schritten entwickelt:

« Plasmaseparation

* Entwicklung des Mikrokanals
In der Einleitung wird auf folgende Themen Bezug genommen:

1. Techniken der Mikrokanalentwicklung
2. Physiologie des Blutes

3. Physiologie und Pathophysiologie des Kalium-Haushaltes

Im Methodenteil werden die Herstellungstechniken von Mikrokanalen, die Uberprifungen der

Materialien auf Kontaktwinkel und H&mokompatibilitdt, die Untersuchungen zu den



Plasmaseparationsmembranen sowie die Prifmethode zu den Kanalsaugeigenschaften
beschrieben. Letztendlich ist das finale Design des Einmalteststreifens, samt Uberpriifung

angefuhrt.

Im Ergebnissteil wird auf die gewonnen Ergebnisse durch die angewendeten Methoden
eingegangen. SchlieBlich werden die angewendeten Methoden und daraus gewonnen

Ergebnisse in der Diskussion besprochen.

Im Anhang befinden sich eine Berechnung zur Kaliumerhéhung im Zusammenhang mit dem

freien Hamoglobin induziert durch Hamolyse und eine Berechnung zur Kanalsaugwirkung.



1.1 Techniken der Mikrokanalentwicklung

1.1.1 Mikrofluidik

In der Medizin findet die Mikrofluidik Anwendungen in der sogenannten Point of Care-
Diagnostik (POC) oder beim ,Lab-on-a-Chip“ (LOC). Damit ist eine mdglichst patientennahe
Messung von einzelnen Laborwerten in Chipformat gemeint. Die Mikrokomponenten
ersetzen quasi das ,echte* Labor und machen Untersuchungen vor Ort, das sind zum
Beispiel, die Wohnung des Patienten oder ein Notarztwagen, méglich [1]. Der Begriff Lab-on-
a-Chip ist eine gangige Bezeichnung fur Mikrosysteme, bei denen Flissigkeiten, z.B. kleinste
Mengen an Blut, analysiert werden. Es stellt ein makroskopisches Labor im Mikrobereich
dar. Die Mikrofluidik umfasst nicht nur die Untersuchungen an Mikrosystemen, sondern auch
den Entwurf, die Fertigung und den Einsatz von mikrofluidischen Systemen auf

Flusssensoren und im Lab-on-a-Chip.

~Mikrofluidik* beschreibt das Verhalten von kleinen Flussigkeitsvolumina (oder Gasen) auf
engstem Raum, wobei die physikalischen Gesetze der Makrofluidik nicht gleich auf die
Mikrofluidik anzuwenden sind. So ist die Gravitation eine treibende Kraft in der Makrofluidik,
in der Mikrofluidik wird diese jedoch durch Oberflachenenergie und Kapillarkrafte dominiert
[2]. Auch die Tragheits- und Reibungskréfte, welche in der klassischen Stromungsmechanik
meist vernachlassigt werden kénnen, verandern sich mit zunehmender Miniaturisierung. So
missen einige ,Skalierungsfaktoren®, welche die Gesetzmalligkeiten der Miniaturisierung
von Makro- zu Mikrobereich beschreiben, beachtet werden [3]. Weiters spielt in
Mikrosystemen das Oberflachen-zu-Volumen Verhéltnis eine tragende Rolle, da es sich bei
Miniaturisierung um einige Gro6Renordnungen zum ,Dezimetersystem” verandert.
Veranschaulicht wird dieses Ph&dnomen durch das square-cube Gesetz, wonach das

Volumen eines Korpers kubisch, die Oberflache dagegen nur quadratisch zunimmt [4].

Da dies eine empirische Arbeit ist, werden an dieser Stelle grundlegende Gesetzmaligkeiten
des Stromungsverhaltens in der Mikrofluidik erldutert. Im Anhang ist dazu ein
Berechnungsbeispiel zu finden, durch welches die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse

mit dem theoretischen Hintergrund verglichen werden.

Generell tritt in der Mikrofluidik eher laminares Stromungsverhalten auf. Definiert wird das
Stromungsverhalten durch die Reynoldszahl (Re). Sie ist eine dimensionslose Grol3e, die die
Beschaffenheit der Strémung in durchstrémter Querschnitte charakterisiert [5]. Laminare
Stromungen sind bei Re < 2000 zu erwarten, ab Re > 2300 treten Turbulenzen auf. Der

Bereich dazwischen ist als Ubergangsbereich definiert. Die Bestimmung der Reynoldszahl,



und der damit verbundenen Stromungseffekte in den Mikrokanélen, erfolgt aus dem
Verhéaltnis der Tragheitskraft zur viskosen Reibungskraft. Formel (1) beschreibt diesen
Zusammenhang:

Tragheitskraft _ pxuxDy

Re = =
© = Viskose Reibungskraft n @

Re = Reynoldszahl [-]

p = Dichte des Fluids [kg/m3]

u = mittlere Strdomungsgeschwindigkeit [m/s]

n = dynamische Viskositét der Flussigkeit [Pa s]

Dn der hydraulische Durchmesser [m]

Neben der Reynoldszahl gibt es eine Reihe von physikalischen Grof3en, die zur Beurteilung
von mikrofluidischen Systemen herangezogen werden. Der hydraulische Durchmesser Dy
wird unter anderem zur Bestimmung der Druckverluste in nicht kreisférmigen Querschnitten

herangezogen [6], sieche Formel (2):

Dy = @)

A = Flache [m?]
U = Umfang [m]

Bei rechteckigen Kandlen, welche aus fertigungstechnischen Grinden eine hohe Beliebtheit
in der Mikrofluidik aufweisen, ergibt sich die Berechnung des hydraulischen Durchmessers,

wie in Formel (3) dargestellt [3]:

2*xhx*b
P= vy ©
h = Héhe [m]
b = Breite [m]

Der Fluidische Widerstand Ruuig ist mal3geblich fir Auslegung eines Mikrokanals, da er den
Widerstand beschreibt, der dem Fluid in seiner Bewegung durch den Mikrokanal
entgegenwirkt. Fir eine Kanal mit kreisformigem Querschnitt ergibt sich eine
Zusammenhang mit der Viskositat, der Kanallange, der Dichte und dem Durchmesser zur

vierten Potenz, wie es in Formel (4) gezeigt ist [3]:

128 *n * L
fluid = m (4)

L = Lange des Kanals [m]
R = fluidischer Widerstand [N*s/m®]



Der Durchmesser des Mikrokanals beeinflusst den fluidischen Widerstand maRgeblich. Der
Widerstand hangt umgekehrt von der 4. Potenz des Durchmessers ab. Bei einer Halbierung

des Durchmessers wirde der Widerstand somit um das 16-fache steigen.

Fur rechteckige Kanéle mit Kanalbreiten die ein Vielfaches der Kanalhéhe ausmachen (b >>
h), gibt es die vereinfachte Form [7] des fluidischen Widerstandes, wie in Formel (5)(6)
ersichtlich:

12*n =L
Rfia = YE (5)

Ein weiterer Parameter zur Beurteilung von mikrofluidischen Systemen ist der Druckverlust
AP. Er wird vor allem durch die Reibung des Fluids mit der Mikrokanalwand, aber auch durch
Reibung zwischen verschieden schnell flieBenden Fluidteilchen verursacht [8]. Formel (6)

gibt dessen Abhangigkeit vom Stromungswiderstand Raig Wieder:

AP = Repyiq * Qe (6)
AP = Druckverlust (N/m?]

0,,= Volumenstrom [m?/s]

Diese Gleichung kann analog zum Ohm’sche Gesetz der Elektrotechnik verstanden werden.
AP ist dabei aquivalent zur Spannung U, Q,, zum Strom | und der Widerstand Rga dem
Ohm’sche Widerstand R. Die Abhangigkeit zwischen Volumenstrom und Massenstrom kann

durch Gleichung (7) formuliert werden:

m=pruxA=px*Qpy @)
m = Massenstrom [kg/s]

Der Massenstrom m (Masse/Zeit) ergibt sich aus der Dichte p der Geschwindigkeit u

bezogen auf die durchstromte Flache A, dies gibt wiederum den Volumenstrom Q,, wieder

[3].



1.1.1.1 Navier-Stokes Gleichung

Um die Strémung im Mikrokanal mathematisch beschreiben zu kénnen ist die allgemein
gultige Navier-Stokes Gleichung relevant. Die Navier-Stokes Gleichung beschreibt das
Kraftegleichgewicht in einer Strémung mit einem Newtonschen Fluid. Die dabei auftretenden
Krafte, namlich die Tragheitskraft, der Druckgradiente, die Schwerkraft und die Reibungskraft
sind durch die Formel (8) dargestellt [3]:

bv Vp + + V2
Py = —VP p*g n*xv-*v
Dt (8)
Tragheitskraft Druckgradient Schwerkraft Reibungskraft

p% = Tréagheitskraft [kg/m?s?]

—Vp = Druckgradient [kg/m?s?]

p * g = Schwerkraft [kg/m?s?]

n * V2 * v = Reibungskraft [kg/m?s?]
V = nabla Operator [-]

Fur die Geschwindigkeit v gelten die 3 Geschwindigkeitskomponenten u, v und w, in x-, y

und z-Richtung.

Die Young-Laplace Gleichung beschreibt den Zusammenhang zwischen der
Oberflachenspannung, der Oberflachenkrimmung, dem Druck und der TropfengroRRe

(Radius) einer Flussigkeit, welcher durch Formel (9) dargestellt werden kann [3]:

20,5 *cos@

Ap = — 7 ©

ag,4 = Oberflachenspannung (flissig/gas) [N/m]
6 = Kontaktwinkel [°]

R = Kapillarradius [m]

Fur die Berechnung der Reibungskraft kann die Hagen-Poiseuille-Gleichung, siehe Formel

(10), eingesetzt werden, jedoch ist zu erwdhnen, dass diese nur flir Newtonsche Fluide gilt:

dp 8ndx
dx  RZdt (10)

% = Druckgradient [kg/ms?]

R = Radius [m]

In einer horizontal durchstrémten Kapillare, fallt der Schwerkraftterm der Navier-Stokes
Gleichung weg, da die Schwerkraft entlang der horizontalen Achse gleich ist. Die transiente
Stromung einer Flussigkeit kann durch die eindimensionale Navier-Stokes-Gleichung

beschrieben werden, wobei fir den Reibungsterm die Formel (10) eingesetzt wird und



Formel (9) fur den Druckgradienten. Es ergibt sich Formel (11):

d’x 1 (dX)2 8ndx 12*0j4c0s6
x

- "x\at) " Bax R (1)

2
Der Term i (%) ist klein und zu vernachlassigen. Nun handelt es sich bei der

vereinfachten Form nur mehr um eine Differentialgleichung zweiter Ordnung, die analytisch

gelost werden kann [3].

Der Geschwindigkeitsverlauf dieses analytischen Beispiels in einer horizontalen Kapillare,
und dessen experimentelle Ergebnisse, sind in Abbildung 1 Uber die Ladnge des Kanals
dargestellt. Als Medium wurde Wasser bei 25°C, mit einem statischen Kontaktwinkel von 25°
zu dem kreisférmigen Mikrokanal, der einen Radius von 0,4 mm aufweist, verwendet. Das
Beispiel soll zeigen, dass bei einer guten Benetzbarkeit (kleine Kontaktwinkel) sich der
Mikrokanal aufgrund der Kapillarkraft Gber eine Distanz von einigen Dezimetern in wenigen
Sekunden befiillt.

T — e

0.1 0.2 0.3 04 05 06
Position (m)

Abbildung 1: Analytische und experimentelle Losung eines Meniskus in einem Mikrokanal mit r = 0,4 mm
und Wasser bei 25°C. Der statische Kontaktwinkel zu  r Kapillarwand betragt 25°. Das Fluid wird Giber 0,6  m
weit gezogen, bei einer Geschwindigkeit von anfangl  ich bis zu 0,1 m/s. ab 0,1 m féllt diese auf 0,05 m /s ab
und nach 0,2 m ist sie in etwa auf 0,025 m/s verzdg ert. Abbildung enthnommen aus [3].



1.1.1.2 Kapillaritat

Unter Kapillaritat versteht man die ,makroskopische Bewegung einer Flussigkeit unter der
Wirkung der eigenen Oberflachen- bzw. Grenzflachenkrafte* [3]. Sie tritt bei einem
Druckunterschied, welcher bei einem fluidischen System, das mindesten aus einer fllissigen
Phase, in unserem Fall Blut oder Plasma, und einer anderen flussigen, gasférmigen oder
festen Phase besteht, auf. So ist eine fllissige, feste und gasférmige Phase in der Regel, fir
das Auftreten der Kapillaritdit von Noten. Die dabei auftretende Kapillarkraft wird von 3

Parametern bestimmt:

« Grenzflachenspannung
« Geometrie der Grenzflache, welche zwischen der flussigen, festen und gasférmigen
Phase besteht

+ Geometrie der festen Phase beeinflusst an der Grenzlinie zw. den drei Phasen

Die Grenzflachenspannung wird durch das Gleichgewicht mit der Young-Gleichung durch
den Kontaktwinkel beschrieben [3], der in Kapitel 1.2.5.4 Benetzbarkeit und Kontaktwinkel

naher beschrieben wird.

Beispielhaft fur die Kapillaritat ist der Vergleich von Wasser und Quecksilber in einem
Glasrohrchen (Kapillare). Wasser wird dabei, je nach Kapillardurchmesser, in das Réhrchen
hinaufgezogen und benetzt es, Quecksilber wird nach unten gedriickt und benetzt nicht.
Begrindet wird dieses Phanomen durch die Oberflachenspannung (siehe Kapitel 1.2.5.3

Oberflachenspannung) [9].

1.1.1.3 Mikrokanal

Der Mikrokanal bildet zusammen mit dem Mikrofilter den Hauptteil des Teststreifens, in
Bezug auf diese Arbeit. Er muss so ausgelegt sein, dass die Kapillarkrafte gro3 genug sind,
damit das durch den Mikrofilter abgetrennte Plasma angezogen und zum Zielort beférdert
werden kann. Um eine passende Auslegung des Kanals zielfiUhrend durchfihren zu kénnen,
muss daflr die grundlegende Strémungsmechanik verstanden werden und im Bereich der
Mikrofluidik spezielle Gesetzmafigkeiten beachtet werden. Fertigungstechnisch ist ein
rechteckiger Kanal deutlich leichter herzustellen als einer mit runder Kanalgeometrie, wobei
abgerundete Kanten speziell bei Atztechniken, Frasarbeiten oder im Bereich des

Siebdruckes durchaus entstehen kdnnen.



1.1.2 Plasmaseparation

Die Plasmaseparation bildet ein Teilgebiet der Filtration, genauer gesagt der Mikrofiltration.
Unter Filtration wird die Trennung eines Stoffgemisches beim Durchgang eines oder
mehrerer seiner Komponenten durch eine trennungswirksame Schicht verstanden. Dabei
kann die Trennung durch die GroRRe der abzuscheidenden Komponenten, wie in Abbildung 2

gezeigt, unterteilt werden:

Filtration
Mikro-
filtration
Ultra-
filtration
Dialyse,
Reverse
Osmose
| | | | [
104 10-2 1,0 100 GréRke in um
geldste lonen Makromolekiile, Teilchen
Viren

Abbildung 2: GréRe der abzutrennenden Komponenten u nd der dazu definierte Filtrationsbereich [10], so
wird bei einem Bereich von 0,1 — 10 um, die Mikrofi  lItration definiert in welche die Blutzellen fallen.

Im Bereich der Ultra- und Mikrofiltration ist der Begriff ,Membran® statt Filter gelaufiger. Er
stammt aus der Biologie, wo er fur Zellwande, die Haut oder den Darm verwendet wird. Da
die synthetische Herstellung von Membranen in der heutigen Zeit eine ahnliche Selektivitat

wie die der biologischen Membranen zulasst, wird der Begriff daflir vermehrt verwendet.

Der derzeitige Stand der Technik bietet eine grof3e Auswahl an mikrofluidischen Systemen,
ins Besondere aber an Plasmaseparationsmethoden, und zeigt, dass sich mittlerweile eine
Vielzahl an Forschern mit dem Thema der Blut-Plasma-Separation, aber auch der
Zellfraktionierung, auseinander gesetzt haben. Einen guten Uberblick zu den géangigen
Plasmaseparationsmethoden liefern Z. Yu et al. in ihrer Arbeit [11], die diese tabellarisch
zusammengefasst haben. Primar kann hier grob zwischen den zu Grunde liegenden Effekten

unterschieden werden:

» physikalische Filtrationsmethoden

¢ hydromechanische Mechanismen



¢ ha&modynamische Phdanomene

¢ Oberflachenaffinitadten und Topographien
¢ Magnetophorese

» elektrische Methoden

¢ und die Akustophorese

Bis auf die Trennmethode durch den Zweifach-Fung Effekt ist mit keiner der
zusammengefassten Methoden eine Plasmareinheit von 100% erreicht worden. Hier ist

jedoch zu sagen, dass nur fir 50% ein Plasmareinheitswert angegeben wurde [11].

Man kann die Techniken aber auch in aktive und passive bzw. deren Kombinationen,
unterscheiden, wobei mit ,aktiv‘ das Einbringen zusatzlicher Energie in Form eines externen
Feldes gemeint ist, und nicht die Beférderung des Blutes oder Plasmas durch Mikropumpen.
So fallen in die passiven Methoden die Filtration, die hydrodynamische Filtration und die
Pinched Flow Fractionation (PFF) bei der Uber eine Einschnirung unter laminaren
Stromungsbedingungen die Zellauftrennung erfolgt. Der Zweifach-Fung Effekt ist ein
passives hamodynamisches Phanomen, bei dem durch eine Y-Gabelung und unterschiedlich
hohen Stromungsgeschwindigkeiten in den beiden Verzweigungen Zellen dazu tendieren, in
den schnelleren Kanal zu flieBen. Weitere passive Trennmethoden waren noch die ,Inertia
and Dean Flow Fractionation“ bei der sich Partikel aufgrund ihrer Verformbarkeit, GroR3e und
der damit verbundenen Massentragheitskrafte trennen lassen. Auch die Deterministic lateral
Displacement Methode (DLD) ist passiv, dabei sind in Stromungsrichtung Hindernisse
aufgestellt, die jedoch normal zur Stromungsrichtung versetzt sind. Zellen werden dabei, je
nach ihrer GroRe abgelenkt, oder bleiben auf der Stromungslinie. Dadurch werden sie

separiert. Die ,Micro-hydroclone* Methode basiert auf der Zentrifugation und ist auch passiv.

Aktive Techniken sind unter anderem die Elektrophorese oder die Dielektrophorese, bei der
ein inhomogenes elektrisches Gleich- und Wechselfeld fur das einfangen, kontrollieren oder
fraktionieren der Zellen verwendet wird. Bei der magnetischen Separation sind die
Schubspannungen auf die Zellen geringer und werden so nicht so leicht zerstort. Hinzu
kommt es, dass diese Methode effizienter und zeitsparender, als die zuvor erwéhnte, ist. Mit
der Akustophorese werden die Zellen beschallt und sammeln sich so mittig im Kanal an.

Uber seitlich abzweigende Kanéale kann dann das Plasma gewonnen werden [12].

M. Kersaudy-Kerhoas und E. Soillier fassen in ihrem Artikel die aktive und passive
Plasmaseparation wie folgt zusammen, wobei mit passive eine ,rein fluidisch* ausgepréagte

Separation beschrieben wird:
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passive Separation:

1.

Plasma Extraktion durch Sedimentation

1)

durch ,Cross-Flow* Filtration - Probengrof3e: 6-30 pl in 1 Stunde, Reinheit k.A.,
Ertrag 20%, Flussrate 0,1 pl/min, keine Verdinnung

durch rickseitige Abstufung - ProbengréRe bei 4 Stunden Laufzeit berechnet
3,6 ml Reinheit ~99%, Ertrag 66%, Flussrate 15 pl/min bei einer Verdinnung von
1:5

durch einen Pfropfen - Laufzeit 2 - 4 min ergibt ein Probenvolumen von 1-2 pl,
Reinheit ~100%, Ertrag 60%, Flussrate 0,5 pl/min, Verdinnung 1:5

durch einen Graben -> Probengréf3e 5 pl Blutstropfen, Reinheit ~100%, Ertrag

k.A., Flussrate 0,83 pl/min, keine Verdinnung

Plasma Extraktion durch Mikrofiltration

)

ii)

Dead-End Filtration durch Mikrokugeln und Kapillaraktuatoren - 188 nl aus 10 pl
Blutstropfen in 10 min, Reinheit des Plasmas ist 100%, Ertrag jedoch nur ~2%,
die Flussrate ist 0,02 pl/min, keine Verdinnung

Dead-End Filtration mit Membran-Filter und magnetischem Aktuator > 7 pl
Plasma aus 50 pl Blut in unter 1 min, Reinheit des Plasmas: ~100%, Ertrag
~14%, Flussrate 50 pl/min, keine Verdinnung

Cross-Flow Filtration durch eine Membran - 14 -45 nl Plasma aus 5 pl Blut in 4
Stunden, Reinheit des Plasmas: ~100%, Ertrag ~15%, Flussrate 10 pl/min,
Verdinnung 2:3 (Hamatokrit (Hkt) ~ 30%)

Plasmaextraktion durch Zellabweichungsmechanismen

)

i)

Separation mit abgeschragten Hindernissen - ProbengréfRe ungekannt, Reinheit:
k.A., Ertrag: 40%, Flussrate: 4 pl/min, Verdinnung: 1:4
Separation mit hydrodynamischen Auftriebskraften
(1) Reine viskose Auftriebskraft (Zweifach-Fung-Effekt) -> ProbengroRle:
ungekannt ,Reinheit: ~100%, Ertrag: 35%, Flussrate: 0,16 pl/min bei keiner
Verdinnung
(2) Separation durch viskose und Tragheitskrafte
(a) Einschnirung > ProbengrofRe: ungekannt, Reinheit: ~99%, Ertrag: 20%,
Flussrate: 100 pl/min, Verdiunnung: 1:20
(b) Gabelung - ProbengrofRe: ungekannt, Reinheit: ~99%, Ertrag: 5%,

Flussrate: 33 pl/min, keine Verdinnung
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(3) Reine Tragheitskrafte - Probengrof3e: 30 ml, Reinheit: ~100%, Ertrag:
unbekannt, Flussrate: 8 ml/min, Verdiinnung: 0,5 %.
e aktive Separation
1. Akustische Plasmaseparation > ProbengréfRe: ungekannt, Reinheit: ~100%, Ertrag:
k.A., Flussrate: 80 pl/min, Verdiinnung: 40% Hkt
2. Elektrische Plasmaseparation - Probengrof3e: ungekannt, Reinheit: ~100%, Ertrag:
8-26,6%, Flussrate: k.A., Verdinnung: 1:16
* Alternative Plasmaseparationen
1. Papier-Format mit Antikbrper > ProbengrofRe: ungekannt, Reinheit: 99,5%, Ertrag:
k.A., Flussrate: k.A., Verdinnung: keine
2. CD-Format mit Zentrifugation > ProbengréRe: 5 pl in 20s, Reinheit: ~100%, Ertrag:
~40%, Flussrate: k.A., Verdinnung: keine
3. Manueller Schneebesen - Reinheit: ~100%, Ertrag: 60%, Flussrate: k.A.,
Verdinnung: keine [13]

Da im Zuge dieser Diplomarbeit hauptsachlich mit Mikrofiltrationsmembranen, welche zur
Plasmaseparation herangezogen wurden, gearbeitet wurde, werden diese im folgenden

Kapitel naher beschrieben.

1.1.2.1 Mikrofiltrationsmembran

Mikrofilter haben einen Porendurchmesser von ~0,08 um bis ~10 um, wobei diese Werte
leicht abweichen kdnnen. Sie sind hauptsachlich symmetrisch aufgebaute Membrane,
welche durch die PorengréRe charakterisiert werden. Ublicherweise wird die PorengréRRe so
auf die TeilchengroRe abgestimmt, sodass mehr als 95% davon im Mikrofilter
zurickgehalten werden. In der Anwendung der Mikrofiltration ist die treibende Kraft ein
Druckgradient oder eine Differenz des chemischen Potentials. Das zu trennende
Stoffgemisch wird Feed genannt, die nach der Filterung erhaltene Flissigkeit Permeat. Der

zuriickgehaltene Teil heil3t Retentat oder Konzentrat [14].

Der spezifische Stromungswiderstand der Membranen ist aufgrund der relativ grofRen
PorengroRe vernachlassigbar. Der Widerstand der sich auf dem Mikrofilter durch die
anfallende Deckschicht (bedingt durch das Retentat) aufbaut, beeinflusst hauptsachlich die
Druckdifferenz was fur Ultrafiltration generell nicht zutrifft. Darum sind fir Mikrofilter generell
keine kleinen Membrandicken und damit auch keine asymmetrisch produzierten Membranen

erforderlich. Haufig verwendete Werkstoffe fir die Fertigung von Mikrofiltern sind dabei
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Polypropylene oder PTFE (Teflon®), beide mit hydrophoben Eigenschaften. Aber auch
Celluloseester, Polyamid, Polysulfone oder Polycarbonate, welche eher hydrophile
Eigenschaften aufweisen, sind dblich. Anorganische Werkstoffe wie Glasfaser, Aluminium
oder keramische Werkstoffe werden ebenso fiur die Herstellung von Mikrofiltern verwendet.
All diese Materialien zeichnen sich durch gute mechanische Eigenschaften, aber auch hohe

chemische und thermische Resistenz, aus. [15]

1.1.2.2 Plasmaseparationsmembran

Die Filtration von Blutproben erfordert jedoch spezielle Membranen, die die Erythrozyten
nicht beschadigen (siehe Kapitel 1.2.4 Hamolyse und Verfalschung des Kaliumwertes durch
Hamolyse). Eine geringe Anzahl an Herstellern hat sich mit ihren Produkten auf die
Plasmaseparation bei geringer bis gar keiner Hamolyse spezialisiert. Diese ist durch

folgende Eigenschaften von Dialysemembranen zu unterscheiden:

e Durchlassigkeit fir das gesamte Spektrum der Plasma- und Lipoproteine

e GroRe Oberflachen- und Gesamtporositat der Membran zur Erlangung maximaler
Filterleistungen

« Hydrophile spontan benetzbare Membranstruktur

* Geringe Foulingeigenschaften

* Geringe Proteinadsorption

» Glatte blutkontaktierende Oberflache

e Geringe Hamolyseneigung

« Konstante Siebeigenschaften und Filtrationsverhalten Uber den Behandlungszeitraum

« Biokompatible (hamokompatible) Membraneigenschaften

« Gute mechanische Eigenschaften

* Madglichkeit der Sterilisation

Plasmaseparationsmembranen weisen typische Porengréf3en von 0,02 um auf. So ist sogar
ein Filtern von den Kleinsten Blutzellen (Thrombozyten (¢pmier = 2 pm)) moglich, ein

Durchlassen der Plasmaproteine aber noch gegeben [16].

Als Methode zur Plasmaseparation am Kalium-Einmalteststreifen wurde die Dead-End

Methode ausgewahlt. Diese Methode kennzeichnet sich durch folgende Eigenschaften aus:

¢ hoher Reinheitsgrad des Plasmas (~100%)
e passiver mikrofluidischer Transport durch die Kapillarkrafte (keine Pumpe ist

erforderlich)

13



e passive Trennmethode durch die Mikrofiltration
* einfacher Auf- und Zusammenbau (geringer technischer Aufwand)
« geringe Anfalligkeit auf technisches Gebrechen

e kosten- und platzsparend

Im folgenden Kapitel wird deshalb naher auf die Mikrofiltration im Dead-End-Betrieb

eingegangen.
1.1.2.3 Mikrofiltration im Dead-End-Betrieb

Bei der Mikrofiltration im Dead-End-Betrieb wird der Mikrofilter orthogonal zur
Membranoberflache vom Feed angestromt. Dabei lagern sich die zu filternden Teile an der
Membran ab. Diese bilden eine Deckschicht (auch Kuchen genannt > Kuchenfiltration) auf
der Membran, welche eine zeitliche Zunahme des Strémungswiderstandes zur Folge hat.
Deshalb nimmt der Permeatstrom mit der Zeit ab (siehe Abbildung 3). In diversen Systemen
wird der Filter nach unterschreiten eines gewissen Permeatflusses riickgespllt respektive

ausgetauscht. Somit ist der Dead-End-Betrieb ein diskontinuierlicher Betrieb.

Feed - Rohwasser p.> p, Permeatflussabnahme
[
-EEE]Q_ \ Ap=konst.
U AN
>
4
] ve=0
3
E
()
o
Permeat - Filtrat Zeit t -

Abbildung 3 zeigt eine Membran in der Anwendung im Dead-End-Betrieb (linkes Bild). Eine Filtration ist
nur dann moglich, wenn der Feeddruck gréBer dem Per  meatdruck ist. Rechts im Bild ist der zeitliche
Verlauf des Permeatflusses, welcher einer abnehmende n e-Funktion gleicht, zu sehen. Abbildung
entnommen aus [14].

Der Membranfluss J wird durch Formel (12), welche als Widerstandsmodell durch Einfluss

des Membranwiderstandes Ru gegeben ist, beschrieben:

Ap
/= n*(Ry + Rp) (12)
J = Permeatfluss [m/s]
Ap = transmembranen Druckunterschied [N/m?]
n = dynamische Viskositat [Pa*s]
Rm = Membranwiderstand [1/m]
Rp = Deckschichtwiderstand [1/m]

14



.Der Membranwiderstand ist eine materialabhé&ngige GroRRe, die wahrend des gesamten
Filtrationsprozesses konstant bleibt. Der Deckschichtwiderstand Rp ist abhangig vom
Stoffsystem und den Betriebsbedingungen. Er kann sowohl reversibel als auch irreversibel
sein.” [17]

A. Homsy et al. haben in ihrer Arbeit mit ihrem BFE (Blood Filtration Element) [18],
angewandt im Dead-End-Betrieb, innerhalb von 10 min 12 pL Plasma aus 100 pL
unverdinntem Blut extrahiert. Dabei wurde, mit der kommerziell erhaltlichen
Plasmaseparationsmembran Pall Vivid GR [Pall Corporation, (New York, USA)], alleine
durch Kapillarwirkung das Plasma aus parallel angeordneten Mikrokanélen, welche unter der
Membran angeordnet waren, in einen Sammelkanal weitergefihrt. Die Membran war mit
einem Durchmesser von 20 mm bemessen und nach Angaben des Herstellers kdnnen so
maximal 125 pL, ohne auftretende Hamolyse, extrahiert werden. Es wurde keine Indikation

auf eine auftretende Hamolyse wahrend der Experimentierzeit beobachtet.

Die Dead-End Plasmaseparationsmethode, die im Zuge dieser Arbeit entwickelt wurde, wird
in Kapitel 2.7 Finales Design des Einmalteststreifen in Autodesk AutoCAD (2D) und Inventor
(3D) bezuglich des Designs beschrieben und im Kapitel 2.7.1 Finaler Aufbau des
Einmaltestreifens beziiglich des Aufbaus und der Uberpriifung am Einmalteststreifen naher

erklart.
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1.2 Physiologie des Blut

1.2.1 Aufgaben des Blutes

Die Aufgaben des Blutes lassen sich wie folgt unterteilen:

1. Stofftransport
» Sauerstoff
¢ Nabhrstoffe (z.B. Glucose)
* Vitamine
* Mineralien
* Proteine
e Befdorderung von Abbauprodukten zu den Ausscheidungsorganen (z.B.
Kohlendioxid)
2. Warmeregulation
* Aufrechterhaltung der Kérpertemperatur
3. Signallibertragung
¢ Hormonverteilung
4. Pufferung
« Konstanter Blut pH-Wert von 7,4 durch Puffersysteme des Blutes
aufrechterhalten
5. Abwehr
e Immunsystem (Leukozyten)

e Blutgerinnung (Thrombozyten) [19]

1.2.2 Feste Bestandteile des Blutes

Der Hamatokrit ist der Volumenanteil der zellularen Elemente im Blut. also die Gesamtheit
der Blutzellen. Sie sind im Schnitt zu 45% im Blut vorhanden, wobei er bei Mannern leicht
dariiber und bei Frauen etwas darunter liegt. Die Blutzellen werden folgendermafien

unterteilt;

e Erythrozyten
e Leukozyten

e Thrombozyten
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1.2.2.1 Erythrozyten

Die Hauptaufgabe der Erythrozyten, oder auch rote Blutkérperchen genannt, ist der
Sauerstofftransport, welcher durch die Bindung von Sauerstoff, an das in den Erythrozyten
vorhandene Hamoglobin, von statten geht. Aber auch ein Teil des Kohlendioxids wird tber

die roten Blutkorperchen abtransportiert.

Die Erythrozyten, bilden den Hauptbestandteil der Blutzellen mit 99%igem Anteil, welche mit
circa 5 Millionen Stick pro ul im Blut vorhanden sind. Sie haben die Form einer bikonkaven
flachen Scheibe und besitzen keinen Zellkern. Es handelt sich um Zellen mit einer
durchschnittlichen Gré3e von circa 7,5 pum im Durchmesser, einer Randdicke von 2 um, bei
einer zentralen Dicke von einem pm. Bemerkenswert ist die Verformbarkeit der roten
Blutkdrperchen. Erythrozyten kbnnen Kapillaren passieren, die mit einem Durchmesser von
3-5 um nur etwa halb so groR3 sind, wie die Erythrozyten selbst. Diese Eigenschaft limitiert
die Auswahl der MikrofilterporengrofRe, wie es zuvor im Kapitel 1.1.2.2

Plasmaseparationsmembran beschrieben wird.

Die durchschnittliche Normallebensdauer von Erythrozyten betrégt ca. 120 Tage, danach

werden diese durch die physiologische Hamolyse abgebaut [20].

1.2.2.2 Leukozyten

Leukozyten werden auch wei3e Blutkérperchen genannt. Sie dienen vor allem der Abwehr
von Krankheitserregern und sonstigen korperfremden Stoffen, wie zum Beispiel entarteten
Zellen. Eine Unterteilung erfolgt hier noch in drei Zellarten, die Granulozyten, die Monozyten
und die Lymphozyten. In einem ul Blut befinden sich in der Regel circa 5000 Leukozyten,
dieser Wert kann sich je nach Gesundheits- oder Krankheitsgrad der Person zwischen 2000
und 10000 verandern.

1.2.2.3 Thrombozyten

Thrombozyten sind die kleinsten Blutzellen, sie werden auch Blutplattchen genannt und
haben die Aufgabe der Blutgerinnung. Sie sind 1-4 um grof3e kernlose Scheibchen, welche
im Knochenmark gebildet werden. Bei einer Verletzung bilden die Thrombozyten einen
Pfropf, durch den die Verletzung moglichst schnell wieder verschlossen wird. Damit wird
einem zu hohen Blutverlust vorgebeugt und Krankheitserreger kénnen nicht in den

Blutkreislauf gelangen.
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1.2.3 Flussige Bestandteile des Blutes

Das Blutplasma (in der weiteren Arbeit nur mehr als Plasma bezeichnet) ist eine gelbliche
durchsichtige Flussigkeit, die mit ca. 55% Anteil im Blut homogen verteilt ist. Plasma besteht
Zzu 90% aus Wasser, wobei von den Ubrigen 10% circa 8% Proteine sind. Die restlichen 2%
sind kleinmolekulare Substanzen, wie Elektrolyte (Kalium-, Natrium-, Chlorid- oder Phosphat-
lonen) und Glukose, Kreatinin und Harnstoff, oder Hormone und Stoffwechselprodukte.
Weiters kann das Plasma noch in Blutserum unterschieden werden, bei dem die

Gerinnungshemmer, im Vergleich zum Plasma fehlen.

Das Blut erhalt seine typisch rote Farbe durch das Hamoglobin, dem sogenannten
Blutfarbstoff. Werden rote Blutkérperchen zerstort, so gelangt das Hamoglobin ins Plasma

und kann bei geniigend hoher Konzentration dieses rétlich farben.

1.2.4 Hamolyse und Verfalschung des Kaliumwertes du  rch Hamolyse

Hamolyse beschreibt die Zerstérung von Erythrozyten. Man unterscheidet zwischen
physiologischer (nattrliche) Hamolyse und gesteigerte Hamolyse. Bei der physiologischen
Hamolyse, die durch den natlrlichen Abbau der Erythrozyten altersbedingt nach 120 Tagen
auftritt, werden deren Inhaltsstoffe ins Blut freigesetzt. Bei der gesteigerten Hamolyse tragen

folgende Effekte zur Zerstérung der Erythrozyten bei:

* Mechanische Hamolyse (z.B. Herzklappe) durch Schubspannungen

e Hamolyse durch strahlende Energie (Sonneneinstrahlung oder Réntgenstrahlung)
e Hamolyse durch Temperaturanderung

e Hamolyse in Zusammenhang mit osmotischem Druck [21]

¢ Hamolyse durch Toxine (tierische, bakterielle oder serologische Gifte) [19]

Erythrozyten haben eine circa 20-fach hohere Kaliumkonzentration als das Plasma. Bei der
Blutabnahme fur die Bestimmung von Kaliumionen im Plasma, muss beachtet werden, dass
keine gesteigerte Hamolyse verursacht wird. Durch die vendse Blutabnahme kommt es
durch folgende Punkte zu einer erhthten Hamolyse und einer damit verknipften

Verfélschung des Kaliumwertes:

* Venenstauzeit >1 min
e zu geringes Nadellumen (Nadelinnendurchmesser)
e zu groRer Unterdruck und zu rasches Abziehen des Blutes (Schaumbildung,

Blasenbildung)
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* zu grolRe Einstechtiefe aktiviert Thrombokinase, in Folge dieser

Mikrothrombenbildung und eine Teilgerinnung (siehe 1.2.2.3 Thrombozyten) [22]

Bei der Probenbehandlung im Labor kdnnen die Erythrozyten in der Probe ebenso

hamolysieren:

» durch Schitteln der Probe, statt schwenken
e durch Zentrifugieren mit zu hoher Drehzahl
* wenn die Blutprobe nicht unverziglich nach der Abnahme zentrifugiert wird
e durch Zugabe von destillierten Wasser [23]

* Gefrieren von Blutproben

Die Hamolyse spielt nicht nur bei der Blutabnahme eine tragende Rolle, sondern auch im
Zusammenhang mit dem in dieser Arbeit entwickelten Mikrokanal und der Abtrennung der
Erythrozyten durch die Plasmaseparationsmembran am Kaliumeinmalteststreifen. So durfen
die fur den Kaliumeinmalteststreifen verwendeten Materialien keine zusétzliche Hamolyse
erzeugen. Aus diesem Grund wurde die HaAmokompatibilitdt der verwendeten Materialien
untersucht (siehe Kapitel 2.3 Prifmethoden zur Hamokompatibilitdt der Materialien fir den
Kanalaufbau). Fir die Messung der Hamolyse wird in dieser Arbeit das Hamoglobin
Messgerat HemoCue Plasma/LowHb [HemoCue AB (Angelholm, S)] verwendet (Kapitel 2.3

Prifmethoden zur Hamokompatibilitat der Materialien fir den Kanalaufbau).

1.2.5 Hamorheologie

Die Hamorheologie befasst sich mit den FlieReigenschaften von Blut. Blut ist eine
Suspension, d.h. eine heterogene Flussigkeit, die sich aus dem Plasma (= Tragerflissigkeit),
das fast nur aus Wasser besteht, ahnlich diesem Verhalt (Newtonsches Fluid) und den
Blutzellen zusammensetzt. Physikalisch gesehen ist das Blut eine nicht-Newtonsche,
inkompressible Flussigkeit [24], dessen Flusseigenschaften stark vom Anteil des Hamatokrits
abhangen. So verdndern sich die Schereigenschaft, Dichte, Oberflachenspannung und
Viskositat, je nach Hohe des Hamatokritwertes. Als Ganzes gesehen ist Blut eine
pseudoelastische thixotrope Flussigkeit [25], die mittels physikalischer Parameter

beschrieben werden muss.

1.2.5.1 Viskositat des Blutes

Die Viskositat des Bluts h&ngt von den vorhandenen Scherkraften ab. Sie wird durch die
Hohe des Hamatokritwertes, die Viskositdt des Plasmas, die Aggregation und den

mechanischen Eigenschaften der Erythrozyten beeinflusst. Erythrozyten sind stark
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verformbar. Diese Eigenschaft tragt wesentlich zu den Flusseigenschaften sowohl in den

grolRen Gefal3en, als auch in den Kapillaren bei [25].

Im Folgenden wird die zeitabhangige FlieReigenschaft der Viskositat beschrieben, die bei

zunehmender mechanischer Beanspruchung abnimmt, siehe Abbildung 4.

eS8 ®
e%®e

Abbildung 4: Viskositéat des Blutes p in Abhangigkeit der Scherrate du/dz, wobei die Effekte, Aggregation
bei niedrigen Scherraten, dies entspricht eher geri ngeren Geschwindigkeiten in den BlutgefaRRen (li.), und
Spindelung bei hohen Scherraten, entspricht héheren G eschwindigkeiten in BlutgeféaRen (re.), angedeutet
sind [26].

Die Schubspannung Tt tritt nicht, wie bei Newtonschen Fluiden, in einen linearen
Zusammenhang mit dem Geschwindigkeitsgradienten du/dz, sondern kann mit Hilfe der

Casson-Gleichung [26], siehe Formel (13), angendhert werden:

du
‘L'xy=K* E+\/E (13)

T,y = Schubspannung [N/m?]
K = Casson-Viskositat [,/ Ns/m?]

2~ Scherrate [1/s]
dz

C = Verformungsspannung des Blutes [N/ m?]

Blut weist bei hohen Geschwindigkeitsgradienten und damit groRen Schubspannungen
Verformungen auf, die unter anderem die Viskositdt beeinflussen. So verformen sich die
Erythrozyten bei Schubspannungen ab 50 N/m? spindelférmig. Bei Scherraten kleiner 1 (tritt
tendenziell bei erkrankten Menschen auf) kann es aufgrund einer verminderten
Pumpleistung des Herzens zu Riuickstromungsbereichen kommen. Die Erythrozyten
aggregieren (diese bendétigt circa 10 Sekunden), hangen sich stapelférmig aneinander und
verketten sich [26].
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Der Zusammenhang der Viskositat n und des Hamatokritwertes Ht ist ebenso nichtlinear. Die

einfachste Darstellung ist eine Linearisierung von Einstein [27] nach Formel (14):

N = Npiasma(1 + 2,5 * Ht) (14)
n = dynamische Viskositét [Pa s]
neisma = dynamische Viskositéat des Plasmas [Pa s]
Ht = Hamatokritwert [-]
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Abbildung 5: Darstellung der Viskositat als Funktion des Hamatokritwertes und lineare Vereinfachung

durch das Einstein’sche Modell  [27].

Die Viskositat des Blutes wird weiters noch von der Grol3e, der Form und der Flexibilitat der
Erythrozyten, aber auch der Temperatur beeinflusst. So hat Blut bei 37°C 1,6-2,5 mPa s und
bei 25°C 3,4-4,3 mPa s, zum Vergleich hat Wasser bei 20°C 1 mPa s [28].

1.2.5.2 Dichte

Die Dichte des Blutes ist jener von Wasser sehr dhnlich und variiert je nach Hamatokritwert
zwischen 1040 und 1055 g/dm® bei 37°C. Blutplasma weist bei dieser Temperatur eine
Dichte von 1020 g/dm? auf. Erythrozyten haben bei Korpertemperatur eine Dichte von 1090

g/dm?, dies erklart das Absinken der Zellen beim Zentrifugieren [29].

1.2.5.3 Oberflachenspannung

Die Oberflachenspannung o beschreibt jenes Phanomen, bei der Flussigkeiten versuchen,
eine minimale Oberflache zu erzeugen. ,Gleichzeitig wird als Oberflachenspannung die
physikalische Grof3e bezeichnet, die das Verhaltnis zwischen der (fir eine Vergrél3erung der
Oberflache) verrichteten Arbeit und der OberflachenvergréfRerung beschreibt” [30], mit der
Einheit J/m? bzw. N/m. Die Oberflachenenergie ist daftir verantwortlich, dass sich ein Tropfen
Wasser oder Blut in der Luft immer zu einer Kugel formen wird, da eine Kugel die geringste

Oberflache bei gegebenen Volumen hat.

Die Oberflachenspannung von Blut hangt stark von der Temperatur ab. Bei einer

Korpertemperatur von 37°C hat Blut eine Oberflachenspannung von 27-34 mN/m und bei
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25°C Raumtemperatur einen deutlich hdheren Wert von ca. 49-58 mN/m. Im Vergleich dazu
hat Wasser bei 20°C 73 mN/m. [28]

Bei Kontakt mit Feststoffen kann es zur Adhasion der Flissigkeiten auf dem Objekt kommen.
Der Grenzflacheneffekt hangt stark von der Oberflachenenergie (in Zusammenhang mit
Feststoffen eher Ublich, anstatt Oberflachenspannung) ab, das heil3t von der Fahigkeit das
Material zu benetzen. Uberwiegen die Adhasionskréafte der Molekiile an der Oberflache der
Flissigkeit Richtung Feststoff bei weiten die Kohasionskréafte innerhalb der Flissigkeit, so
l&sst sich der Feststoff benetzen. Durch das Gesetz nach Young lasst sich dieses Phanomen
beschreiben und durch den Kontaktwinkel messen [30]. Aus diesem Grund wird nun der

Kontaktwinkel im Detail beschrieben.

1.2.5.4 Benetzbarkeit und Kontaktwinkel

Die Benetzbarkeit gibt Aufschluss Uber das Verhalten bei Kontakt einer Fliissigkeit zu einem
Festkorper und wie dieser von der FlUssigkeit bedeckt wird. Die Benetzbarkeit wird durch
den Kontaktwinkel gemessen und mit dem Gesetz der Grenzflachenspannungen nach

Young beschrieben, siehe Formel (15):

Osg — Og = 0Opg COSO (15)
g4 = Oberflachenenergie (fest (solid) zu gasfoérmig (gaseous)) des Festkorpers [N/m]
o, = Grenzflachenenergie (fest zu flussig (liquid)) [N/m]
a,4 = Oberflachenspannung (flissig zu gasférmig) der Fliissigkeit [N/m]
6 = Kontaktwinkel [°]

Die Spannungen in diesem Dreiphasensystem bilden sich zwischen fester und flissiger,
flussiger und gasférmiger bzw. fester und gasférmiger Grenzflache. ,Der Kontaktwinkel 8
reprasentiert das Gleichgewicht der Grenzflachenspannungen® [3] und gibt an, wie sich eine
Flissigkeit gegeniiber einem Feststoff verhalt. Ist der Kontaktwinkel kleiner 90°, so spricht
man grundsatzlich von Hydrophilie, ist er gro3er als 90°, von Hydrophobie. Das heil3t, eine
Oberflache verhélt sich je nachdem, welche Flissigkeit sie benetzt, aus welchem Material
sie besteht und wie die Oberflache (z.B. Rauheit) beschaffen ist, unterschiedlich. Daraus
lasst sich die Oberflachenenergie der Flussigkeit berechnen. Ein hydrophiles Beispiel ist
Wasser auf einer Glasplatte. Hydrophob verhalt sich zum Beispiel Quecksilber gegentber
Glas. Eine detailliertere Unterteilung der Hydrophilie/Hydrophobie bekommt man, wenn man
sich die Angaben der Kontaktwinkelmessgeratehersteller, bzw. die in der Literatur

angegebenen Werte, bezlglich der Winkeldefinitionen, zusammenstellt:
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e Spreitung > Kontaktwinkel um die 0°

» superhydrophil = Kontaktwinkel kleiner 30° [31]

» superhydrophob - Kontaktwinkel zwischen 150° und 180° [31]
e ultrahydrophob - Kontaktwinkel um die 180°

So findet man unter anderem auf der Homepage [32] des Hersteller Kriss [Kruss GmbH
(Hamburg, D)] die maximale und minimale Benetzbarkeit, bezeichnet als die Spreitung
(Kontaktwinkel um die 0°) und den Lotuseffekt (ultrahydrophobe Oberflachen mit einem
Kontaktwinkel um die 180°), welcher nach dem Prinzip des vodlligen nattrlichen Abperlens
der Wassertropfen von den Blattern der Lotuspflanze, aber auch anderen Pflanzen oder

Oberflachen, benannt ist.

Veranschaulichbar sind die Kontaktwinkel und Spannungen durch den sogenannten
liegenden Tropfen, welcher in Abbildung 6 als hydrophiles und hydrophobes Beispiel

dargestellt wird:
flUssig

Ulg
Ost /

fest \/0

gasformig

O'Sg

Abbildung 6: links: Wassertropfen auf einer hydroph ilen Oberflache (0° < 6 < 90°) und auf einer
hydrophoben, rechts im Bild (90° < 6 <180°).

Zur Auswertung des Kontaktwinkels sind in der Regel Goniometer-Mikroskope nétig. Dabei
wird der Festkorper flach aufgelegt, und auf dessen Oberflache ein Tropfen der Flussigkeit
gegeben. Danach kann mit dem Goniometer-Mikroskop der Kontaktwinkel bestimmt werden.
[33]. Da fur diese Arbeit diese Ressource nicht zur Verfliigung stand, wurde anstatt der
Auswertung Uber das Goniometer-Mikroskop die Auswertung, nach Aufnahme des
dispensierten Tropfens mittels Digitalkamera, mit dem CAD-Programm AutoCAD
durchgefuhrt. Die genaue Beschreibung zur Vorgehensweise ist in Kapitel 2.2 Prifmethoden

zur Kontaktwinkelmessung und Benetzbarkeit von Materialien beschrieben.
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1.3 Biokompatibilitdt und Hamokompatibilitat

Die Biokompatibilitat beschreibt die Vertraglichkeit von Werkstoffen mit biologischem
Gewebe. Die Hamokompatibilitit beschreibt die Vertraglichkeit von verschiedenen
Materialien in Zusammenhang mit Blut, d.h. in wieweit die Bestandteile des Blutes z.B.
Erythrozyten durch die Materialien beschadigt werden. Sowohl die Biokompatibilitat als auch
die Hamokompatibilitdat sind in den harmonisierten Normen nach ISO 10993 und deren
Unternormen beschrieben. Weiters werden dort die Anforderungen an Medizinprodukte und
Implantate in Bezug auf Biokompatibilitat festgelegt. Die Kontaktdauer zwischen Werkstoff

und umliegendem Gewebe spielt hier eine wesentliche Rolle.

In Abschnitt 4 der ISO Norm 10993 wird eine Auswahl an Testmethoden zur Uberprifung der
Hamokompatibilitat gestellt [34].

Grundsatzlich ist die Hamokompatibilitat durch die Blutreaktion definiert. Bei Kontakt des
Blutes mit der Oberflache, lagern sich Proteine an dieser an. Danach adhérieren
Thrombozyten an diesen Proteinen. Hamokompatible Werkstoffe sollten keine
Blutkoagulation, Anderung der Plasmaproteine des Blutes, oder Verringerung der
Elektrolytenkonzentration hervorrufen. Fur die Testung dieser Verdnderungen, gibt es eine
Vielzahl an in-vitro Tests Die einfachste Mdglichkeit zur Bestimmung der Hamokompatibilitat
ist ein Gerinnungstest. Dabei wird Blut auf die Oberflache gebracht und die Gerinnungszeit,

der Plattchenfaktor, sowie die Anzahl der Blutplattchen bestimmt [35].

Wie bereits angesprochen, sind in der ISO Norm 10993-4:2009 Tests fiir die Uberprifung
des freien Hamoglobins beschrieben. So ist hier die Rede von 20 verschiedenen Verfahren
zur Bestimmung der Hamoglobinkonzentration im Plasma oder Uberstand. Diese werden
wiederum durch 2 maRgebliche Verfahren analysiert - direkte optische und chemische
Techniken. Bei der optischen Analyse wird der Peak der Hamoglobinextinktion bei 415, 541
und 577 nm gemessen. Bei den chemischen Bestimmungen des Hamoglobingehalts wird
speziell auf die Anwendung quantitativer Bestimmungen auf der Grundlage chemischer
Reaktionen mit Reagenzien abgezielt. Die Norm gibt dabei keine Vorgabe fir eine
Uberpriifung der Hamolyse an, sondern zielt viel mehr darauf ab, dass sich der Anwender im
Klaren sein muss, in wie weit die Untersuchungstechnik flr die Ermittlung des Hamoglobins

relevant ist [36].

Deshalb wurde eine geeignete Methode zur Bestimmung der Hamolyse, induziert durch die
Werkstoffe, ausgearbeitet. Diese ist im Kapitel 2.3 Prifmethoden zur Hamokompatibilitat der

Materialien fir den Kanalaufbau detailliert beschrieben.
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1.4 Physiologie und Pathophysiologie des Kaliumhaus haltes

1.4.1 Physiologie des Kaliumhaushaltes

Zwischen Zellinnerem und der extrazellularen Flussigkeit wird eine asymmetrische
Verteilung von Natrium- und Kaliumionen durch die Natrium-Kalium-Pumpe (Na*/K*-ATPase)
erzeugt. Dieses Konzentrationsgefdlle wird unter Energieverbrauch entgegen dem
natirlichen Diffusionsgefalle erzeugt. Durch die Umverteilung der positiven Ladung wird ein
statiges Membranpotential aufgebaut, welches der Fortleitung von neuronalen und
muskularen Erregungen dient. Nur so sind Prozesse wie Muskelkontraktionen und
Informationsaustausch zwischen Neuronen mdglich. Neben der Erzeugung und
Aufrechterhaltung dieses Membranpotentials, ist das Kaliumion am Erhalten des
Zellvolumens, der Verwertung von Kohlenhydraten und Eiweil3, sowie der Regulation von

Blutdruck und Séure-Basen-Haushalt beteiligt [19].
Kalium im menschlichen Korper:

In etwa 0,25% der Kérpermasse besteht aus Kalium. Dabei kommen 90% der Kaliumionen
im Korper im Inneren der Zellen vor, nur 10% sind extrazellular, zum Beispiel im Blutplasma
enthalten [37].

Normwerte:

Die Normwerte fur Kalium im Blutplasma fir Erwachsene sind zwischen 3,0 und 5,0 mmol/|
[20], wobei im Serum um bis zu 0,5 mmol/l héhere Werte vorkommt [38]. Der Serumwert ist

hoéher, da bei der Gerinnung des Blutes die Thrombozyten Kalium freisetzen.
Erythrozyten:

Mit einer Konzentration von 7,5 — 9,6 fmol pro Zelle [39], ergibt sich bei einer
durchschnittlichen Zellenzahl von 5 Mio/ul eine Konzentration von 83 — 106 mmol/l
Hamatokrit. Im Plasma sind im Schnitt 3 - 5 mmol/l Kalium, im Mittel ergibt sich so ein
berechneter Faktor von 23,6 (stimmt gut mit dem Wert aus der Literaturquelle [40] (Faktor
23) Uberein, ist jedoch in der Literatur [38] mit bis zu Faktor 40 angegeben. Hamolysieren
bereits wenige Erythrozyten (z.B. nach Aussetzen der Natrium-Kalium-Pumpe, da die
Glukose in den Zellen verbraucht ist, geschieht nach ca. 4 Stunden, oder andere Faktoren,
siehe Kapitel 1.2.4 Hamolyse und Verfalschung des Kaliumwertes durch Hamolyse), so

beeinflussen sie den Kaliumwert des Plasmas signifikant.
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Leukozyten:

Obwohl Leukozyten eine hohe intrazellulare Kaliumkonzentration von 39 — 64 fmol [39] pro
Zelle aufweisen, liegt der Wert bezogen auf die Blutzellen nur zwischen 0,4 und 0,7 mmol/l,
da die Zellenzahl in Bezug auf den Gesamthamatokritwert relativ gering ist (max. 10000 pro
pl Blut bei einer vorliegenden Leukozytose sogar bis zu 200.000 [38]). Werden also
Leukozyten zerstort, beeinflusst das den Plasmakaliumwert im Normalfall (keine

Leukozytose liegt vor) nur sehr gering.
Thrombozyten:

Der Kaliumgehalt der Thrombozyten liegt pro Zelle bei 0,7 — 1,3 fmol [39]. In einem ul Blut
befinden sich bis zu 350.000 Stiick Thrombozyten (bei Thrombozytose sogar tUber 600.000).
Daraus lasst sich eine Konzentration von 0,5 — 1 mmol/l bei einem Hamatokritwert von 45%
berechnen. Daraus lasst sich eine Erhéhung des Serumkaliumwertes um bis zu 0,5 mmol/|
durch Gerinnung [40] (Thrombozyten setze dabei Kalium frei) oder aufgrund einer

Zerstorung (z.B. nach langer Stehzeit des Blutes [38]) durchaus erklaren.

1.4.2 Pathophysiologie des Kaliumhaushaltes

Entgleisungen des Kalium-Spiegels treten bei gestdrter Aufnahme, Ausscheidung und/oder
Verteilung der Kaliumionen im Koérper auf. Ein Abfall des Kalium-Spiegels (Hypokaliamie) tritt
bei Plasmakonzentrationen von < 3,0 mmol/l auf. Folgende Ursachen kdénnen dafir z.B.

verantwortlich sein:

Nephritis (Nierenentzindung)

e Akutes Nierenversagen

¢ Medikamentdse Behandlung durch Diuretika

+ Diarrho, Erbrechen oder Missbrauch von Abfihrmitteln
* Alkalose oder Insulintherapie

*« Erhodhter Verbrauch od. verminderte Zufuhr von Kalium

Die dazu sich manifestierenden Symptome sind:

Antriebslosigkeit

e Adynamie der Muskulatur

e Herzrhythmusstérungen bis hin zu Extrasystolen

* Vorhofflimmern, Kammerflimmern (sowohl Brady- als auch Tachykardie)

* Herzstillstand
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Ein Kalium-Spiegel von > 5mmol/L, wird als Hyperkaliamie definiert und wird durch folgende

Ursachen begriindet:

« Verminderte Ausscheidung der Niere in Folge von Niereninsuffizienz

e Zellschadigung (z.B. Hamolyse)

* Medikamenteneinnahme (z.B. kaliumsparende Diuretika, ACE-Hemmer, 3-Blocker)
« Erhohte Kaliumzufuhr Giber die Nahrung, bei Niereninsuffizienz

* Azidose
Dadurch sind Symptome wie folgt moglich:

* Muskelschwache
¢ Veranderung des EKGs
e Herzrhythmusstérungen

e Asystolie

Die Messung des Plasmakaliumwertes ist somit, gerade fir Menschen mit den
Krankheitsbildern Herz- und Niereninsuffizienz, lebensnotwendig. Ein Screening des

Kaliumhaushaltes ist unumganglich.

1.4.3 Krankheitsbilder Herz- und Niereninsuffizienz

Beim Krankheitsbild der Herzinsuffizienz ist die Herzleistung vermindert, das heifl3t, die
Pumpleistung zur Versorgung der Organe ist vermindert. Je nachdem, welche Herzkammer
betroffen ist, spricht man von rechts-, links- oder beidseitiger Herzinsuffizienz. Ursachen
dafiir sind akute Uberlastung, Myokardinfarkt, koronare Herzerkrankung (KHK), Hypertonie,

Rhythmusstérung, Kardiomyopathie, Herzfehler etc.

Die chronische Herzinsuffizienz (chronic heart failure, kurz CHF) unterscheidet sich von der
akuten Herzinsuffizienz von der Zeitspanne in der diese entsteht. Sie bildet sich Uber langere
Zeit (Monate/Jahre) aus und kann dabei durch unterschiedliche Schweregrade gepréagt sein
(New York Heart Association (NYHA) Stadien I-VI). In der chronischen Form der

Herzinsuffizienz leiden die Menschen je nach Lokalisationsart unter folgenden Symptomen:

« Odeme im Lungenkreislauf (linksseitige CHF)

e Stauungstdeme im Bauchbereich (Bauchhohle und Leber) und in den Beinen
(rechtsseitige CHF)

e Kurzatmigkeit

e Erschépfungssymptomatik
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e Belastung der Niere
Dadurch werden nachstehende Kompensationsmechanismen im Kdrper ausgelost:

e Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (kurz RAAS) zur Flussigkeits-
retention
e Erhéhung der Sympathikusaktivitat (zusatzliche RAAS-Aktivierung)

* Frank-Starling Mechanismus (Anpassung der Pumpleistung des Herzens)

Kurzfristig erfolgt so eine strukturelle Anpassung durch eine Zunahme der Schlagkraft des
Herzens und dadurch bedingt daraus ein erhdhter Sauerstoffverbrauch der Muskulatur, eine
Vasokonstriktion (Gefallverengung) und eine Na‘/H,O Retention in der Niere. Daraus
entsteht der ,circulus virtiosus* (Teufelskreis) der chronischen Herzinsuffizienz. Der circulus
virtiosus wird durch die mehrfachen Wirkmechanismen, die sich gegenseitig beeinflussen
und die Erkrankung damit aufrechterhalten bzw. verstarken (positive Rickkopplung),

ausgelost.

Um dem Voranschreiten der Erkrankung der CHF entgegenzuwirken, gibt es eine Reihe an

medikamentdsen Therapien:

Diuretika = korrigieren Volumenuberlastung (wirken entwassernd)

¢ Angiotensin-Konversionsenzym-Hemmer (ACE-Hemmer) - Blutdrucksenker

e ATHi-Rezeptorblocker - Alternative zu ACE-Hemmern

* B-Adrenozeptorenblocker (3-Blocker) > verbesserte Herzauswurfleistung

e Herzwirksame Glykoside (Herzglykoside) - Regulierung des Herzens (Schlagkraft,

Frequenz, Erregungsleitung, Reizschwelle) [19]

Bei der chronischen Niereninsuffizienz treten ahnliche Symptome wie bei der CHF auf und

die medikamenttse Behandlung mit Diuretika wird ebenso praktiziert.

1.4.4 Bedeutung des Kaliumhaushaltes bei chronische  r Herz- und Nieren-

insuffizienz

Herzinsuffizienz ist mit 5-10% Pravalenz der haufigste Grund fir stationdre Aufenthalte in
Osterreich, und ist zahlenméaRig haufiger vertreten als alle Krebserkrankungen zusammen
[41]. Bei der Herzinsuffizienz gibt der Hauptverband der Sozialversicherung Osterreichs an,
dass 250.000 Menschen in Osterreich (2013) an der Krankheit leiden, wobei wiederum
andere Quellen [42] von ,nur* 160.000 Personen sprechen. Schatzungsweise 2-3 Prozent

der erwachsenen Weltbevilkerung leiden an Herzinsuffizienz, wobei diese bei tber 26 Mio.
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Menschen (2011) diagnostiziert wurde und jedes Jahr weitere 3,5 Mio. dazu kommen [43].
Alleine im Raum Europa sind nach Schéatzungen 10 Millionen betroffen. Besonders in den
westlichen Landern, bedingt durch Diabetes, Bluthochdruck, aber hauptséachlich durch
Arteriosklerose ist das Krankheitsbild weit verbreitet, mit steigender Tendenz, vor allem bei
alteren Menschen [44]. In den westlichen Landern der Welt fallen dabei 1-2% des
Gesamtgesundheitsbudgets fir Herzinsuffizienz an, wobei davon 2/3 fir stationare
Rehabilitation ausgegeben werden [45]. Bei einem Gesamtbudget fir Gesundheit von rund
35 Milliarden Euro (Zahlen von 2013), das ist in etwa 9 % des BIP Osterreichs, belaufen sich
jahrlich 350-700 Millionen Euro alleine auf die Behandlung von Menschen mit
Herzinsuffizienz [46]. Der Kaliumeinmalteststreifen in der Heimanwendung koénnte im
Hinblick auf den Therapieerfolg ein mdgliches Einsparungspotential aufweisen. Bei einer
Studie ergab sich eine Patientencompliance (Einhaltung, Befolgung) oder Therapietreue von
nur rund 50% [47]. Wissen Patienten ihren taglichen Kaliumspiegel, so sind sie
mdglicherweise besser gewillt ihre Medikamente oder Erndhrung dementsprechend
einzuhalten. Dadurch konnten die stationdaren Krankenhausaufenthalte und die damit

verbundenen Kosten drastisch gesenkt werden.

Es leiden weltweit 500 Mio. Menschen an einer chronischen Niereninsuffizienz [48]. In
Osterreich sind in etwa 700.000 Menschen davon betroffen, wobei rund 4.000 oder 0,5%
dialysepflichtig sind. Die Kosten fur die Behandlung dieser Patienten betragen pro Jahr und
Person ca. 60.000 Euro. Rund 2 Mio. Osterreicher unterliegen dem Risiko einer
Niereninsuffizienz, bedingt durch Diabetes und Bluthochdruck [49] [50]. Je weiter die Nieren
in ihrer Funktion beeintrachtigt werden, desto mehr steigt das Risiko fir Herz- und

GefaRerkrankungen.

Der Kaliumgehalt im Blut ist ein lebensnotwendiger Parameter, insbesondere fiir Menschen,
bei denen eine chronische Herz- oder Niereninsuffizient diagnostiziert wurde. Da die
Uberwachung des K*-Plasmaspiegels zum jetzigen Zeitpunkt nur mittels aufwendiger
Analytik und Blutabnahme von grof3en Blutvolumina durch geschultes medizinisches
Personal stattfinden kann, ist das K*-Monitoring fir den Patienten mit hohem Aufwand und in

unregelmaRigen Zeitabstdnden moglich.

Die Motivation zu einer Entwicklung eines Einmalteststreifens, fir eine Kaliummessung als
Heimanwendung, ist somit sehr hoch. Das Problem, dass der Patient sich beim Arzt eine
hohe Blutmenge abnehmen lassen muss und die damit verknUpfte Hamolyse, die durch
Fehler bei der vendsen Blutabnahme gesteigert sein kann (siehe Kapitel 1.2.4 Hamolyse und

Verfalschung des Kaliumwertes durch Hamolyse), wirden durch das Home Monitoring
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System eliminiert werden. Bei tglicher Messung kdénnte somit einerseits die Einnahme der
Medikamente nachgewiesen und die Wirkung beobachtet werden, andererseits die
Dosierung angepasst werden. Der Arzt kann die Dosierung gemaR3 der aufgezeichneten
Werte einstellen, resultierend daraus sind weniger haufige Krankenhausaufenthalte

notwendig und damit verbundene hohe Kosten kénnten gesenkt werden.
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1.5 Aufbau des Kaliumsensors mittels Siebdruck

Der Kaliumsensor wird als ionenselektive Elektrode (ISE) aufgebaut und die Messung erfolgt
elektrochemisch nach der Nernstgleichung. Der Kaliumsensor wird mittels Siebdruck
hergestellt. Auf eine Polyethylenterephthalat-Tragerfolie (PET-Tragerfolie) mit der
Bezeichnung Mylar® Elektroisolierfolie [Dr. Dietrich Miller GmbH (Alhorn, D)], in der weiteren
Arbeit auch als Sheets oder Substrat bezeichnet, wird der Sensor durch verschiedene
Siebdruckpasten in Schichten nach einander aufgedruckt. Das Substrat hat eine Dicke von
0,3 mm und ist als Rolle mit einer Lange von 100 m und 20 cm Breite erhdltlich. Der Basis
Sensor weist eine Lange von 25 mm und eine Breite von 7 mm auf. So kénnen Uber 6

Reihen mit jeweils 20 Sensoren auf einmal 120 Sensoren gedruckt werden.

Beim Siebdruckverfahren wird durch eine Schablone, die auf einem feinmaschigen Gewebe
aufgebracht ist, Farbe bzw. Paste auf das Substrat aufgetragen. Das Sieb wird dabei in
einem speziellen Verfahren von einer externen Firma bedruckt (&hnlich dem Fotoentwickeln),

wobei fir das gewtinschte Druckbild die Lochstruktur des Siebes offen bleibt.
Der Vorgang zur Bedruckung des Substrates lauft grundsatzlich folgendermafen ab:

* Im ersten Schritt wird die Siebdruckpaste mit dem Flutrakel gleichmaf3ig auf dem
Sieb aufgetragen.
* Im zweiten Schritt wird diese dann mit dem Druckrakel durch das Sieb gleichmafRig

auf das Substrat gedruckt.

Nach der Bedruckung muss das Substrat mit der aufgetragenen Schicht im Trockenschrank
bei 85°C bzw. 90°C und 1 Stunde, respektive 30 Minuten verbleiben, je nach aufgetragener

Schicht, bevor eine weitere aufgetragen werden kann.

Zur Erstellung eines Mikrokanals fir den Transport von Blut/Plasma durch den Siebdruck,
war eine Anderung des bestehenden Teststreifen-Designs (Basis Design) notwendig. Dieses

wurde im Zuge dieser Arbeit durchgefihrt.
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1.6 Ziele der Arbeit

Bis dato gibt es keine POC-Diagnostik bei der Kalium, aus kleinsten Mengen (einem
Tropfen) menschlichen Kapillarblutes, in der Heimanwendung gemessen werden kann. In
dieser Arbeit wird der Kaliumeinmalteststreifen fir das Home-Monitoring so entwickelt, dass
eine Hamolysedetektion im extrahierten Plasma maoglich ist. Deshalb ist als generelles Ziel,
die Plasmaseparation aus Vollblut und der Weitertransport des Plasmas zu den

Messelektroden, zu sehen. Der Prozess soll dabei nicht langer als 2 Minuten dauern.
2 Kernbereiche sind dabei zu untersuchen:

1. Hamolysefreie Blut/Plasmaseparation mittels Plasmaseparationsmembran
2. Transport des Plasmas in einem mikrofluidischem Kanal (Mikrokanal) zu den

Messelektroden

Fur die Blut/Plasmaseparation ist dabei eine Plasmaseparationsmembran durch eine
gezielte Produktsuche zu finden, die eine hamolysefreie Filtration gewdhrleistet und ein

ansaugen des extrahierten Plasmas in den Mikrokanal zulasst.

Der Mikrokanal ist aus Materialien zu wahlen, die eine hohe Benetzbarkeit fir Plasma/Blut
aufweisen und somit eine hohe Kapillarwirkung aufweisen. Dies wird Uber eine
Kontaktwinkelmessung bewerkstelligt. Weiters dirfen die Materialien keine zusatzliche
Hamolyse bewirken, d.h. sie missen eine hohe Hamokompatibilitdt aufweisen. Mit einem
Hamoglobin Messgerat wird dies Uberprift. Das Design ist so zu wéhlen, dass eine die
Hamolysedetektion im Nachhinein (durch marginale Anderungen) auf dem Einmalteststreifen
platziert werden kann. AuRerdem ist ein moglichst leichtes bzw. schnelles Ansaugen des

Plasmas aus dem Filter erforderlich.

Aufgrund dieser Randbedingungen soll schlielich ein Design fir den siebgeruckten
Teststreifen entwickelt werden, welcher durch den Mikrofilter und den Mikrokanal optimal mit
Plasma versorgt wird. Weiters soll eine Fertigungsmethode fir den Kanalaufbau gefunden
werden, bei der die Reproduzierbarkeit der Kanalgeometrie ausreichend (Toleranz fur

Kanalbreite und Kanalhdéhe von + 10%) hoch ist.
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2 Materialien und Methoden

In diesem Kapitel werden die zugrunde liegenden Methoden beschrieben, die fur die
Ergebnisfihrung ausschlaggebend waren. Zundchst werden fir diese Arbeit relevante
Herstellungstechniken von Mikrokanédlen geschildert, danach wird auf die in dieser Arbeit
angewendeten Herstellungstechniken weiter eingegangen. Da der Kanalaufbau mit den
Isolierpasten durch Siebdruck als primare Variante gedacht war, sind im Kapitel 2.5

Kanalwéande aus Isolierpasten die dazu aufgebrachten Prifmethoden beschrieben.

Zuvor sind jedoch die Prifmethoden zur Kontaktwinkelmessung und der Hamokompatibilitéat
aller verwendeten Materialien in Kapitel 2.2 Prifmethoden zur Kontaktwinkelmessung und
Benetzbarkeit von Materialien und 2.3 Prifmethoden zur Hamokompatibilitdt der Materialien

fir den Kanalaufbau beschrieben.

In Kapitel 2.4 Mikrofilter in der Anwendung zur Plasmaseparation, bei dem die Mikrofilter,
welche durch eine gezielte Produktsuche bezogen wurden, durch verschieden
Auswabhlkriterien auf deren Plasmaseparationsvermégen und Hamokompatibilitéat untersucht

wurden.

Im Kapitel 2.6 Prifmethoden zu den Kanalsaugeigenschaften sind jegliche aufgebaute

Kanale auf deren Sauwirkung untersucht worden.

Der finale Aufbau des Mikrokanals wurde durch die Herstellungstechnik mit doppelseitigem
Klebeband realisiert, da dieser deutlich bessere Ergebnisse zeigte und auch um vieles
einfacher zu gestalten ist (2.1.3 Doppelseitiges Klebeband als Kanalwéande). In Kapitel 2.7
Finales Design des Einmalteststreifen in Autodesk AutoCAD (2D) und Inventor (3D), ist das
fur den Einmalteststreifen ver&nderte Sensordesign als 2-Elektrodensystem angefuhrt. (Das
Basisdesign (mit diesem wurde die Sensorchemie entwickelt) war ein 3 Elektrodensystem

und basierte auf einem Glukosemessstreifen aus dem Jahr 2011).

Im Kapitel (2.7.1 Finaler Aufbau des Einmaltestreifens) ist der Aufbau des finalen
Sensordesigns und der dazu entwickelte Einmalteststreifen mit Plasmaseparationsmembran

naher beschrieben.
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2.1 Herstellungstechniken von Mikrokanélen

Jene Herstellungstechniken von Mikrokanalen, welche sowohl am JR, als auch auf der
Technischen Universitat Graz realisierbar waren, d.h. die Ressourcen bzw. das Material sind
vorhanden oder missen durch geringen Aufwand beschafft werden, werden in den folgende

Kapiteln beschrieben und auf Durchfihrbarkeit Gberpruift.

2.1.1 COC-Kunststoff als Kanalwand

Die erste Uberlegung zur Herstellung des Mikrokanals wurde mit dem Kunststoff Cyclo-
Olefin-Copolymer (COC) gemacht, dessen gebrauchlicherer Name Topas® ist. Topas® ist als
Granulat am Rohstoffmarkt verfugbar und weist eine hohe Biokompatibilitat auf [51]. Die
Herstellerfirma [TOPAS Advanced Polymers GmbH (Frankfurt-Hochst, D)] stellte Topas®
Platten als Muster zur Verfligung. In diese wurden Mikrokanale gefrast. Da das Material laut
Hersteller nur mit Luft gekuhlt werden darf und dadurch der Warmeabtransport deutlich
geringer ist als mit Flussigkihlmitteln, ergaben sich Kanéle mit geschmolzenen Fraswanden
bzw. -kanten. Diese waren in der Anwendung als Mikrokanale unbrauchbar. Aul3erdem zeigt
COC mit einem Kontaktwinkel von 83° zu Blut und 91° zu destilliertem Wasser eine sehr
schlechte Hydrophilie auf. Um das Material verwenden zu koénnen misste eine
Spritzgussanlage gekauft, oder eine externe Vergabe gemacht werden, wobei beide
Moglichkeiten sehr teuer sind und deshalb nicht angestrebt wurden. Somit wurde diese

Fertigungsmethode verworfen.

2.1.2 Kanalwéande aus Isolierpaste

Die Herstellung der Mikrokanale mit den Isolierpasten ist, da dies mit der Siebdruckanlage
durchgefuhrt werden kann, als primére Variante zum Kanalaufbau, eine einfache und
kostengtinstige Option, welche als Prototyp getestet wurde. Zun&chst wurden circa 20 cm X
12cm groRe Stiicke aus der Elektroisolierfolie Mylar®, im weiteren auch PET-Tragerfolien
bezeichnet, zugeschnitten, mit Aceton gereinigt und bei 90°C fir 30 Minuten in den
Trockenschrank gelegt. Dies hat ein Begradigen der Tragerfolie zur Folge, da diese
aufgerollt zur Verfugung stand. Schlief3lich wurden die flachen PET-Folien jeweils 4-mal mit
1 mm breiten und 18 cm langen Klebefilmen, im Abstand von 2 cm, beklebt. Diese
Beklebungen dienten als ,Platzhalter* fiir die Mikrokanéale. Zunachst wurden die Isolierpasten
(SD 2462 NB von Fa. Peters bzw. 5036 von DuPont) mit dem sogenannten 8-Schichtrakel
(0,5 — 6 mil) [BYK-Chemie GmbH (Wesel, D)] mit einer H6he von 2 mil (= 50,8 um, entspricht
in etwa der Hohe der Klebestreifen) auf die Tragerfolie aufgebracht. Die Klebestreifen

wurden daraufhin entfernt und die Tragerfolie mit den so entstandenen Kandlen in den
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Isolierpasten bei 90°C fur 30 Minuten ausgehértet. Eine Deckelung der Kanale mit einem
Klebefilm beendet den Herstellprozess.

Durch den héndischen Auftrag der Kanalwande mit der Isolierpaste ist grundsatzlich keine
hohe Reproduzierbarkeit der Kanalhthen zu erwarten. Deshalb mussten die erstellten
Kanalwénde auf deren HOhe durch die Schichtdickenmessung (siehe Kapitel 2.5.2
Prufmethoden zur Schichtdickenmessung) bestimmt werden. Im speziellen spielt hier die
Viskositat (siehe Kapitel 2.5 Kanalwande aus Isolierpasten) und der Schrumpf (Schwund)
(siehe Kapitel 2.5.4 Prifmethoden zur Schrumpfmessung der Isolierpasten) der Paste eine
Rolle.

KlebeStreifen

Extrahiert@® Plasma

ikrofilter
PET-

Tragerfolie \

Isolierpaste
SD 2462 NB

0} N v - — o -

Abbildung 7: Kanale auf PET-Tragerfolie geformt aus Isolierpaste SD 2462 NB. Der mittlere Kanal ist mit
einem Klebesteifen gedeckelt (office discount Klebe film). Daruiber wurde eine
Plasmaseparationsmembran (Vivid GR) zur Mikrofiltrati on des Blutes fixiert. Das extrahierte Plasma ist
mit einer leichten Gelbfarbung im Kanal direkt nach dem Filter sichtbar.

2.1.3 Doppelseitiges Klebeband als Kanalwéande

Abhilfe fur die Deckelung der mit Isolierpaste konstruierten Kanale schaffte ein hierfiir eigens
entwickelten Tesa Produkt. Die sogenannten Tesa Spacer Tapes und Hydrophilic Folien von
Tesa, sind speziell fur den ,In Vitro Diagnostik-Markt* (IVD-Markt) entwickelte PET-Folien.
Das Tesa Spacer Tape ist ein doppelseitiges Klebeband (Klebefolie), bestehend aus einem
PET-Kern, welcher variabel bestellbar ist mit Schichtdicken zwischen 6 und 125 pum und den
Klebefilmen jeweils dariber bzw. darunter. Es besteht aus einem Reinacrylat-Klebstoff und
kann mit Schichtdicken von 15, 25 oder 35 pm bestellt werden.
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Gedeckelt werden die Mikrokandle, bei denen das Spacer Tape als Kanalwand dient, mit der
Hydrophilic Folie, welche einen Kontaktwinkel zu Wasser von < 30° laut Hersteller
aufweisen. Diese Folie ist durchsichtig und ermdglicht ein Beobachten der Saugwirkung von
Flussigkeiten in den zusammengesetzten Kandlen. In dieser Arbeit wurde ein Kontaktwinkel
zu Wasser bei n = 5 von (21,0 £ 2,5)° gemessen. Abbildung 8 zeigt die modulare
Auswahlimdglichkeiten des Tesa Spacer Tapes, Abbildung 9 den Mikrokanalaufbau mit

diesem Material.

Core Components:
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Abbildung 8: Modulare Auswahlmdglichkeiten des Tesa Spacer Tapes mit Schichtdicken von 6 — 125 pm.

Abbildung 9: 50 um hohe Kanalaufbauten mit dem Spacer Tape gedeckelt mit der Hydrophilic Folie von
Tesa. Im linken Bild sind die Kandle fur die Saugeig enschaften auf dem Substrat (PET-Tréagerfolie)
abgebildet, im rechten Bild sind Kandle auf der Iso  lierpaste SD 2462 NB aufgeklebt. Sie sind mit den
Plasmaseparationsmembranen d = 5mm Vivid GR von Pall a  usgestattet welche mit dem hydrophobem
Klebeband (hier ist ein Loch mit d = 4 mm zur Blutd ispensierung in das Klebeband gestanzt) Scotch
Magic 3M fixiert sind.

2.1.4 Aufbau der Mikrokanale aus Kombination der Is  olierpaste SD 2462 NB
und des Tesa Spacer Tapes
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Eine weitere Option zur Realisierung der Kanalwande war die Kombination der Isolierpaste
SD 2462 NB auf der PET-Tréagerfolie und dariiber das Tesa Spacer Tape, gedeckelt mit der
hydrophilen Folie, wie in Abbildung 10 dargestellt. Sie wurde aufgrund einer deutlich h6heren
Mikrokanalhéhe von (122,03 + 9,85) pum als Variante fiur ein mdogliche Blockade des
Plasmaflusses durch die ISE (durch die Hohe der ISE erfolgt eine so grof3e Verengung, dass
kein Plasma mehr passieren kann) im Mikrokanal untersucht. Dabei haben jedoch nur 50%

der aufgebauten Teststreifen das Plasma, welches durch die Plasmaseparationsmembran

extrahiert wurde, gezogen.

Abbildung 10: Kanalkombination aus der Isolierpaste SD 2462 NB und des Tesa Spacer Tapes gedeckelt
mit der Hydrophilic Folie von Tesa. Bei einer durch schnittlichen Kanalhdhe von (122,03 + 9,85) um,
welche mit dem digitalen Mikroskop VHX vermessen wurd e und der eher hydrophoben PET-Tragerfolie
als Substrat, hat ein Einsaugen des Plasmatropfens, ge  filtert mit der Pall Vivid GR, in den Kanal nur zu
50% (siehe 3.5.4 Ergebnisse der Mikrokanalkombination aus SD 246 2 NB und Tesa Spacer Tape mit der
PET-Tragerfolie ) funktioniert.
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2.1.5 Aufbau des Mikrokanals auf abgeschliffener Is  olierpaste SD 2462 NB und
dem Basis Sensor

Da die Kanale mit der PET-Tragerfolie als Substrat hohe Saugzeiten aufwiesen (Saugzeit
von (83,60 + 20,43) s Uber 50 mm), wurde die eher hydrophile (Kontaktwinkel von (70,0 £
2,2)° zu Wasser und (63,8 = 3,5)° zu Blut) Isolierpaste SD 2462 NB als Substrat
herangezogen. Untersuchungen der Kanalsaugeigenschaften auf der abgeschliffenen
Isolierpaste, siehe Kapitel 3.5.5 Ergebnisse der Mikrokandle mit optimierter
Oberflachenbeschaffenheit der Isolierpaste SD 2462 NB und dem Basissensordesign haben
gezeigt, dass ein Separieren, Einsaugen und Transportieren des Plasmas zum Zielort
(Elektroden) zu 100% erfolgreich war. Hierbei wurde die Oberflache der Isolierpaste wie in
Kapitel 2.5.3 Optimierung der Oberflaichenbeschaffenheit der Isolierpaste SD 2462 NB
behandelt.

In Abbildung 11 ist ein Mikrokanal mit Plasmaseparationsmembran auf dem Basis Sensor

Design zu sehen.

Abbildung 11: Basis Sensor Design mit aufgebautem Mi krokanal aus Tesa Spacer Tape, Tesa hydrophilic
Folie, Plasmaseparationsmembran Pall Vivid GR, fixiert mit dem hydrophoben Klebeband Scotch Magic
3M. Der Kanal ist mit reinem Plasma vollgezogen. Dis  pensiert wurde auf der Membran ein 10 pl groRRer
Tropfen Blut aus der Fingerbeere.
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2.2 Prufmethoden zur Kontaktwinkelmessung und Benet zbarkeit von

Materialien

Verwendete Geréte und Materialien:

« Mylar® Elektroisolierfolie [Dr. Dietrich Muller GmbH (Alhorn, D)]

e Isolierpaste 5036 [E.l. Du Pont de Nemours and Company, kurz DuPont (Wilmington,

USA)]

« Isolierpaste SD 2462 NB [Lackwerke Peters GmbH & Co. KG (Kempten, D)]
e Spacer Tape [Tesa SE, (Norderstedt, D)]

* Hydrophilic Folie [Tesa SE, (Norderstedt, D)]

» Scotch Magic 3M [3M Corporation (St. Paul, USA)]

« Office discount Klebefilm [office discount GmbH (Salzburg, A)]

* Diverse Klebebander

(0]

O O O o o

Tesa 04024 PP Packband transparent, 50 mm x 66 m

Tesa 04287 PP-Trager, Kautschukmasse transparent 50 mm x 66 m

Tesa 51134 PE Surface Protection, Acrylat farblos, 75 mm x 100 m

Tesa 04104 PVC-Trager, Naturkautschuk, transparent, 19 mm x 66 m

Tesa 04967 doppelseitiges Klebeband, farblos 19 mm x 50 m, rote Deckfolie
Tesa 04972 doppelseitiges Klebeband, Polyesterfolie, mod. Acrylat,

transparent, gelbe Deckfolie

* Diverse Mikrofilter

O O O o

Merckmillipore RNWP02500
Sartorius
= PP3 50502
= Sartoclean 56004E
Sefar Medifab 07-5/1
Membrane Solutions SPGFD810270N, SPGFD810160N
Cobetter filtration HD1.2B, HD1.8B
GE (General Electric)
=  Whatman Cyclopore PC
=  Whatman Nucleopore
=  Whatman ME 27 Membrane Filters
=  Whatman Membrane Circles
=  Whatman Nylone Membrane Filters
Pall Vvid GR
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* Destilliertes Wasser

* Venodses menschliches Frischblut

» Digitalkamera Sony Nexus 5R [Sony Corporation, (Tokyo, J)]
e AutoCAD 2010 [Autodesk Inc., (Mill Vally, USA)]

Fur die Kontaktwinkelmessungen nach dem Prinzip des ,Liegenden Tropfens” [33],
beschrieben in Kapitel 1.2.5.4 Benetzbarkeit und Kontaktwinkel, wurden die oben genannten
Materialien auf deren Hydrophilie Uberprift. Dabei wurden sowohl Substrate, als auch
Kanalwande, Klebebander zur Deckelung, oder Mikrofilter und deren Fixierméglichkeiten,
also alle Materialien, die zur Anwendung am Einmal-Teststreifen in Frage kamen, auf deren
Benetzbarkeit durch Dispensieren eines 10 pl groRen Tropfens destilliertem Wasser bzw.
Blut getestet. Die Winkelmessung wurde nicht, wie Ublich, mit einem Goniometer
durchgefuhrt. Die benetzten Materialien wurden von der Seite, auf Tropfenhéhe innerhalb
von 10 Sekunden (um einen mdglichst gleichbleibenden Kontaktwinkel messen zu kdnnen)
nach Dispensieren der Flissigkeiten auf die Oberflache, mit der Digitalkamera Sony Nexus
5R abfotografiert. Der Kontaktwinkel wurde danach am Computer in der Aufnahme visuell
herausgemessen. Dazu wurden die Fotos ins AutoCAD 2010 importiert und mit der
Winkelbemalungsfunktion nach Zeichnen der horizontalen Gerade und der Tangente,
welche sich im Tripelpunkt schneiden und durch welche der Kontaktwinkel eingeschlossen
wird, bemaldt. Fir die Verwendung der Materialien war nicht ein moéglichst genauer
Kontaktwinkel von Bedeutung, sondern eine Beurteilung der Materialien hinsichtlich auf eher
hydrophile oder hydrophobe Oberflacheneigenschaften in Bezug auf Blut. Wasser wurde
deshalb mit untersucht, da Kontaktwinkeldaten zwischen Blut und diversen Materialien eher
rar sind und Blutplasma sehr ahnliche Eigenschaften wie Wasser aufweist (da es zu 90%
aus Wasser besteht). In Bezug auf Wasser gibt es einige Daten, die als Uberpriifungswerte

zu den gemessen Werten herangezogen werden kénnen.
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2.3 Prufmethoden zur Hamokompatibilitat der Materia  lien fir den

Kanalaufbau
Verwendete Geréte und Materialien:

« Mylar® Elektroisolierfolie [Dr. Dietrich Muller GmbH (Alhorn, D)]

e Isolierpaste 5036 [E.l. Du Pont de Nemours and Company, kurz DuPont (Wilmington,
USA)]

« Isolierpaste SD 2462 NB [Lackwerke Peters GmbH & Co. KG (Kempten, D)]

« Office discount Klebefilm [office discount GmbH (Salzburg, A)]

* VenoOses menschliches Frischblut

+ HemoCue Plasma / LowHb [HemoCue AB (Angelholm, S)]

» Zentrifuge IKA mini G [IKA-Werke GmbH & CO. KG (Staufen, D)]

e 1000 pl und 20 pl Eppendorf Research Plus Pipettierer [Eppendorf AG (Hamburg, D)]

Als Messgrof3e zur Beurteilung der Hamokompatibilitat von eingesetzten Materialien fir den
Kanalaufbau, wurde der Hamolysegrad definiert. Die Bestimmung des Hamolysegrades
wurde durch das freie Hamoglobin, welches mit dem HemoCue Plasma / LowHb messbar
ist, festgelegt. Dabei wurde die Kontaktmessung zum Material mit der Referenzmessung
verglichen. Bei beiden Messungen wird das Plasma welches zuvor aus menschlichem
vendsem Blut abzentrifugiert worden ist, auf den Hamoglobingehalt gemessen. Zunachst
wurde aus 200 pl Blut, der freie Hamoglobingehalt ohne Kontakt zu jeglichen Materialien als
Referenzwert bestimmt. Daraufhin wurden 200 pl Vollblut auf die Prifoberflachen dispensiert
und nach zwanzig Sekunden Kontaktdauer, respektive 2 Minuten wieder abgesaugt und im
Zentrifugenréhrchen gesammelt. Diese Zeiten wurden als kirzeste bzw. langste Zeit
zwischen Erstkontakt des Blutes mit den getesteten Materialien und maximal erlaubter
Messdauer definiert. Eine Messung des Kaliumwertes ist in unter 20 Sekunden aufgrund der
Tragheit der Blutplasmaseparation und des Transportes bis hin zu den Elektroden kaum
mdglich. Die Randbedingung von 2 Minuten ist eine Vorgabe von JR. Es ist jene maximal
erlaubte Zeit, in der alle Prozesse, vom Dispensieren des Blutes bis hin zur Messung der

Kaliumkonzentration im separierten Plasma, abgeschlossen sein miissen.

Nach Kontaktdauer des Blutes mit den Materialien, wurde dieses 2 Minuten lang bei 6000
U/min mit dem der Zentrifuge IKA mini G zentrifugiert. Schlie@lich wurden 20 pl des
erhaltenen Plasmas auf den Hamoglobingehalt geprift. Dabei werden die in der Probe

enthaltenen Erythrozyten durch das in den Mikrokivetten enthaltene Natriumdesoxycholat
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(sekundéare Gallensaure) lysiert, und im Plasma das freie Hamoglobin durch Messung des

Peaks bei 570 nm optisch ermittelt.

2.3.1 Uberpriufung der Kanalkombinationen auf Hamoly  se

Verwendete Gerate und Materialien:

» Mylar® Elektroisolierfolie [Dr. Dietrich Muller GmbH (Alhorn, D)]

* Isolierpaste 5036 [E.l. Du Pont de Nemours and Company, kurz DuPont (Wilmington,
USA)]

* Isolierpaste SD 2462 NB [Lackwerke Peters GmbH & Co. KG (Kempten, D)]

* UV-Kleber Loctite 4306 (Henkel AG & Co. KGaA [Dusseldorf, D])

e UV-Station Blue Wave 50 (Dymax Corporation [Torrington, USA])

« Kendall Monoject 10 ml Einmalspritze [Medtronic plc (Dublin, IRL)]

¢ Neodent 25G Kanule 0,52 x 42 mm Institut [Straumann AG (Basel, CH)]

» Schlauch Tygon® S-50-HL [Saint-Gobain (Paris, F)]

* Peristaltikpumpe MPP 102 [Joanneum Research Forschungs GmbH (Graz, A)]

Die Kanale wurden nach der Methode beschrieben in Kapitel 2.1.2 Kanalwande hergestellt.
Da die Einzelmaterialien keine Hamolyse bewirkt haben, kann davon ausgegangen werden,
dass sie in Kombination ebenso keine Hamolyse verursachen. Dennoch wurde dieser
Sachverhalt Uberprift, um eine vollstdndige Aussage dartber machen zu kdénnen. Dabei

wurden die Kanéle wie folgt aufgebaut:
1. Mikrokanal-Kombination:

1. PET Tragerfolie
2. Kanalwand aus Isolierpaste SD 2462 NB
3. Deckelung mit Office discount Klebeband

2. Mikrokanal-Kombination:

1. PET Tragerfolie
2. Kanalwand aus Isolierpaste DuPont 5036

3. Deckelung mit Office discount Klebeband

Zunachst wurde mit einer Kendall Monoject 10 ml Einmalspritze Blut manuell Uber die

Kanale gezogen. Dabei wurde die Kanile 0,52 x 42 mm Neodent 25G fest und luftdicht mit
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dem Ende des Mikrokanals mit dem UV-Kleber Loctite 4306 und der UV-Station Blue Wave
50 verklebt, siehe Abbildung 12, linkes Bild. Danach wurde Blut auf den Kanaleinlass
dispensiert. Die Einmalspritze wurde durch den Kanal mit Blut befullt. Das abgesaugt Blut
wurde zentrifugiert, das so gewonnene Plasma auf eine Veradnderung des freien
Hamoglobins gemessen. Da eine grof3e Abweichung der Messwerte zu den Referenzwerten
festgestellt wurde, die Materialien fir sich aber keine Hamolyse zeigten, wurde die
scharfkantige Kanile als Ursache fir das Aufplatzen der Erythrozyten vermutet. Deshalb
wurde die 2. Mikrokanal-Kombination nicht getestet, sondern die Methode der Absaugung
verandert. Statt der Kanule wurde der Schlauch Tygon® S-50-HL in den Kanal gelegt und mit
UV-Kleber luftdicht verschlossen. Der Schlauch weist Biokompatibilitat nach 1SO 10993 auf
und ist speziell fir den Kontakt mit Blut geeignet (keine Hamolyse). Dazu wurde die
Peristaltikpumpe MPP 102 mit 30 pl/min im Saugbetrieb an den Schlauch angeschlossen.
Durch diese Anwendung wurde die Hamolyse deutlich reduziert und die vermutete Induktion
der Hamolyse durch die scharfkantige Kanile konnte bestatigt werden. Die Ergebnisse der

Uberprifungen sind in Kapitel 3.2 Ergebnisse in Tabelle 6 dargestellt.

I—_—
.

Abbildung 12: Uberprifung der Kanalkombinationen au f Hamokompatibilitdt. Links im Bild die
1.Mikrokanalkombination mit der 10 ml Einmalspritze und der Kanile zur Beférderung und Absaugung
des Blutes durch den Kanal. Rechts im Bild: Absaugu ng ohne scharfkantige Kanile, ebenso auf der
1.Mikrokanalkombination, mit dem biokompatiblen Schl auch Tygon® S-50-HL und der Pumpe MPP 102,
mit 10 pl/min.
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2.4 Mikrofilter in der Anwendung zur Plasmaseparati  on

Da eine Plasmareinheit von ~100% als primare Forderung zu sehen ist, kbnnen viele der in
Kapitel 1.1.2 Plasmaseparation beschriebenen Trennmethoden gestrichen werden. Als
Separationsmethoden wurden eine passive Trennmethode und auch ein passiver ,fluidischer
Transport” gewdahlt. Eine passive Trennmethode erfordert einen wesentlich geringeren
technischen Aufwand, ist demnach weniger anfallig auf technisches Gebrechen, zudem
platzsparender und vor allem kostenginstiger hinsichtlich anderen gangigen
Plasmaseparationsmethoden. Auflerdem ersetzt die Kapillarwirkung bei geeigneter
Auslegung eine aktive Pumpe. Als Separationsmethode wurde aus diesen Grinden, eine der
einfachsten, aber gerade flr die POC-Diagnostik, eine wesentliche Mikrofiltrationsmethode,
wie in Kapitel 1.1.2.3 Mikrofiltration im Dead-End-Betrieb erlautert, ausgewéhlt. Dazu
mussten passende Filter mit den Eigenschaften, wie in Kapitel 1.1.2.2
Plasmaseparationsmembran angefihrt, tber eine Produktsuche ausfindig gemacht und

bestellt werden.

2.4.1 Produktsuche fur Plasmaseparationsmembranen ( Mikrofilter)

Bei der Produktsuche fur Mikrofilter in der Anwendung als Plasmaseparationsmembrane
wurde das Hauptaugenmerk, auf speziell fir die Anwendung der Erythrozytenabtrennung
hergestellten Filter, gelegt. Nachdem der Markt fiir diesen Bereich sehr Gberschaubar ist,
wurde dieser auch auf Mikrofilter, welche nicht unbedingt vom Hersteller als Blut/Plasma-
Filter ausgeschrieben war, erweitert. Auswabhlkriterien hierbei waren primér die Porengrol3e
und das Material, aus welchem die Mikrofilter aufgebaut sind. So wurden Porengrof3en
zwischen 0,5 und 3 pum préferiert. Bei der Materialwahl war ein moglichst breit gefachertes
Ensemble gefragt. Unterschiedliche Materialien geben Aufschluss auf Anwendbarkeit und
Vertraglichkeit in Zusammenhang mit menschlichem Blut. So koénnen fir weitere
Forschungen wichtige Informationen gesammelt werden. Die bei der Produktsuche ausfindig

gemachten Mikrofilter sind in Tabelle 1 aufgelistet.

2.4.2 Mikrofilterauswahlkriterien nach Produktsuche

Die Verwendbarkeit der Mikrofilter von diversen Herstellern wurde nach einer Ja/Nein-Matrix
durch Eintreffen bzw. Ausbleiben der Auswahlkriterien wie in nachfolgender Abbildung 17

abgearbeitet:

44



Mikrofilterpool
(Produktsuche)

Abbildung 13 zeigt die Auswabhlkriterien, nach welch
bestellt wurden, selektiert wurden. Das erste Auswa
zweite ist das Vermoégen des Mikrofilters auf ein Sep
hamolysefreies Plasma. Sollten danach noch mehrere M

Kontaktwinkel
zu Blut < 30°

Nein

glnstigste gewahlt.

1. Auswahlkriterium

Ja: 2. Auswahlkriterium

Uberprifung auf
Plasmaseparation-
vermodgen

Ja: 3. Auswahlkriterium

2.4.3 Mikrofilterauswahl durch Kontaktwinkelmessung

Verwendete Geréte:

+ Diverse Mikrofilter
Merckmillipore RNWP02500

Sartorius

(0]

(0]

O O O o

PP3 50502
Sartoclean 56004E

Sefar Medifab 07-5/1

Membrane Solutions SPGFD810270N, SPGFD810160N
Cobetter filtration HD1.2B, HD1.8B

GE (General Electric)

Whatman Cyclopore PC

Whatman Nucleopore

Whatman ME 27 Membrane Filters
Whatman Membrane Circles

Whatman Nylone Membrane Filters

o Pall Vvid GR

* Venoses menschliches Frischblut
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en die Mikrofilter, welche nach einer Produktsuche
hikriterium ist ein Kontaktwinkel <30° zu Blut. Das

arieren von Plasma. Das dritte ist ein moglichst
ikrofilter zur Verflgung stehen, wird der



« Digitalkamera Sony Nexus 5R [Sony Corporation, (Tokyo, J)]
* PC mit AutoCAD 2010 [Autodesk, (Mill Vally, USA)])

Die Uberpriifung der Mikrofilter auf deren Kontaktwinkel wurde, durch Dispensieren eines 10
pl groBen Tropfens Blut, durchgefuihrt. Sie wurde ebenso nach der Methode 2.2
Prufmethoden zur Kontaktwinkelmessung und Benetzbarkeit von Materialien realisiert. Das
Kriterium zu weiteren Uberpriifungen wurde hier auf unter 30° Kontaktwinkel gesetzt, damit
fallen die hydrophoben Mikrofilter bzw. jene mit schlechter Benetzbarkeit weg. Nur jene mit
guter hydrophiler Benetzbarkeit, werden weiter untersucht. Die Ergebnisse der
Kontaktwinkelmessungen sind in Kapitel 3.1 Ergebnisse der Prifmethoden zur

Kontaktwinkelmessung in Tabelle 4 zu finden.

Filter, welche auf Grund der Kontaktwinkelmessung und des zutreffenden Auswabhlkriteriums
zur weiteren Uberpriifung auf deren Plasmaseparationseigenschaften getestet wurden, sind
in Tabelle 1 griin markiert. Jene, die nicht weiter untersucht wurden, sind rot markiert.

Tabelle 1: Kontaktwinkel und Auswabhlkriterien der M ikrofilter. Jene Mikrofilter, welche zur weiteren
Uberpriffung auf deren Plasmaseparationsvermoégen auss chieden, sind rot markiert, da deren

Kontaktwinkel > 30° war. Die griin markierten Mikrof ilter wurden weiter auf deren Filtereigenschaften
Uberpruft, da ihr Kontaktwinkel < 30° war.

Porengrofe Kontaktwinkel

Hersteller Hersteller Bezeichnung Material Blut
Hm [’]
Merckmillipore | RNW/P02500 [ Nylon | 1,2 | 17
Sartorius
Sartoclean 56004E Celluloseacetat “
SPGFD810270N
Memprane Glasfaser 2.7 0
Solutions SPGFD810160N 1,6 0
HD1.8B
Qobgtter Polyethersulfon 18 0
filtration HD1.2B 1,2 0

GE (General
Electric)
Whatman Membrane Circles | Cellulosenitrat 0,8 26
Whatman Nylone Membrane
. y Nylon 08 10
Filters
Pall Vivid GR Polysulfon Asymmetrisch 0
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2.4.4 Uberprufung der Mikrofilter auf Plasmaseparat  ionsvermogen

Verwendete Geréte:

» Diverse Mikrofilter (siehe Tabelle 1 griin markiert)

* VenoOses menschliches Frischblut

e Lochstanze (10 mm)

e Peristaltikpumpe MPP 102 [Joanneum Research Forschungsg. mbH (Graz, A)]
e Plasmaseparationschip [Microfluidic ChipShop GmbH (Jena, D)]

» Schlauch Tygon® S-50-HL [Saint-Gobain (Paris, F)]

e Zentrifugenréhrchen (0,5 ml)

» Prazisionswaage EPB-103 Milligram Scale [Sartorius group Acculab (Bradford, USA)]

Jene Mikrofilter, welche durch das Kontaktwinkelkriterium (siehe obiges Kapitel) fur eine
weitere Untersuchung in Frage kamen, wurden zun&chst mit einer Lochstanze auf einen
Durchmesser von 10 mm gestanzt und in die Plasmaseparationschips eingepresst. Die
Deckelung und VerschlieBung des Chips erfolgte mit einem speziellen Adhasionsband, das
nur bei aufgebrachtem Druck an den Kontaktstellen kleben bleibt. Da die Befiillung der
Fullkammer, welche konstruktiv tangential Gber den Fuillkanal geschieht und die Kammer
somit von der Seite befillt wird, ein Unterlaufen des Filters mit Vollblut zur Folge hatte,
wurde die Deckelung durch das Adhasionsband weggelassen und das Blut direkt auf den
Filter dispensiert. Dabei wurde bezogen auf die Filterflache, nach Angabe des Herstellers
Pall [Pall Corporation (Port Washington, USA)], fur alle Filter die gleiche empfohlene

Blutmenge eingehalten.

Pall empfiehlt eine Blutmenge von 40-50 ul pro Quadratzentimeter. Nachfolgender Tabelle 2
kann so, fur verschiedene Durchmesser, die Menge an Plasma fiir eine Recovery Rate von
80%, welche von Pall fir den Mikrofilter Vivid GR angegeben wird, abgelesen werden. Die

Berechnung erfolgte dabei mit einem Hamatokritwert von 45%.
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Tabelle 2: Plasmarecovery aus verschiedenen Filterdu  rchmessern, wobei die Vorgabe des Herstellers Pall
mit 40-50 pl/cm 2 berlcksichtig wurde.

Durchmesser [mm] 4 5 6 10 20
Filterdicke [mm] 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33
Flache [mm?] | 12,57 19,63 28,27 78,54 314,16
Volumen [Mm?] | 4,15 6,48 9,33 25,92 103,67
Menge laut Empfehlung OG (1] 6,28 9,82 14,14 39,27 157,08
Menge laut Empfehlung UG [ul] 5,03 785 11,31 31,42 125,66
Plasma im Blut [%0] 55 55 55 55 55
Plasma uber Filter OG [ul] 3,46 5,40 7,78 21,60 86,39
Plasma Uber Filter UG [ul] 2,76 4,32 6,22 17,28 69,12
Recovery Rate (RR) [%0] 80 80 80 80 80
Plasma nach RR OG [un 276 432 6,22 17,28 69,12
Plasma nach RR UG [ul] 2,21 3,46 4,98 13,82 55,29

Fur den Durchmesser von 10 mm wurde deshalb eine Blutmenge von 30 ul auf die Mikrofilter
dispensiert und mit einer Uber die Peristaltikpumpe MPP 102 eingestellten Flussrate von 30
ul/min abgesaugt. Das nach dem Plasmaseparationschip im Sammelschlauch Tygon® S-50-
HL extrahierte Plasma wurde in einem Zentrifugenrohrchen aufgefangen und mit der

Prazisionswaage EPB-103 Milligram Scale gewogen.

2.4.5 Uberprufung der Mikrofilter auf Hamolyse

Verwendete Geréate:

+ HemoCue Plasma / LowHb [HemoCue AB (Angelholm, S)]
e 20 pl Eppendorf Research Plus Pipettierer [Eppendorf AG (Hamburg, D)]

Von jenen Mikrofiltern, bei denen ein Extrahieren von Plasma wie in Kapitel 2.4.4
Uberprifung der Mikrofilter auf Plasmaseparationsvermdgen beschrieben, mdglich war,
wurde dieses auf seinen Hamolysegrad untersucht. Dazu wurde das separierte Plasma zum
Teil gepoolt (zwei Proben wurden zu einer kombiniert, da die bendtigte Menge Plasma von
20 ul fur das Hamoglobin Messgerat mit einer Probe nicht erreicht wurde) und mit dem

Messgerat Plasma/LowHb auf Hadmolyse untersucht.

Die Ergebnisse sind im Punkt 3.3.2 Ergebnisse der Uberpriifung der Mikrofilter auf Hamolyse

zu finden.
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2.5 Kanalwande aus Isolierpasten

Die Isolierpasten wurden durch verschiedene Methoden Uberprift und auf deren

Verwendbarkeit als Kanalwande untersucht:

1. Uberpriiffung der Isolierpasten auf deren Kontaktwinkel (siehe Kapitel 2.2
Prifmethoden zur Kontaktwinkelmessung und Benetzbarkeit von Materialien)

2. Uberprifung auf Hamokompatibilitat (siehe Kapitel 2.3 Priifmethoden zur
Hamokompatibilitéat der Materialien fir den Kanalaufbau)

3. Uberprufung der Aushértezeit der Isolierpasten (siehe Kapitel 2.5.1 Prifmethoden zur
Bestimmung der Aushértezeiten der Isolierpasten)

4. Uberpriifung der Schichtdicke der auf die Mylar® Elektroisolierfolie aufgetragenen
Isolierpasten (siehe Kapitel 2.5.2 Prifmethoden zur Schichtdickenmessung)

5. Uberprifung des Schrumpfes der Isolierpasten (siehe Kapitel 2.5.4 Priifmethoden zur

Schrumpfmessung der Isolierpasten)

Zur Auswahl fur einen Aufbau der Kanalwdnde standen zwei Isolierpasten, mit denen

Kanalhéhen von 50 — 100 pm angestrebt wurden:

1. SD 2462 NB [Lackwerke Peters GmbH & Co. KG (Kempten, D)]
2. 5036 [E.I. Du Pont de Nemours and Company, kurz DuPont (Wilmington, USA)]

Die grune Isolierpaste SD 2462 NB weist eine hohe Viskositat mit einem Wert von 40000 +
5000 mPas bei 20°C auf. Die Paste wird aus den Einzelkomponenten A und B geliefert und
im Massenverhdltnis 3:1 zusammengestellt, wobei die Komponente A der griine
Lotstopplack ist und die Komponente B ein braunes Harz. Erst durch Vermischung der
beiden kommt es, entweder durch UV-Bestrahlung oder durch thermische Behandlung
(Datenblatt im Anhang), zu einer Aushértung der Paste. Fir sie ist eine Temperatur von

120°C bei 45 min zum Ausharten vorgesehen.

Die Isolierpaste 5036 ist eine durchsichtige Paste mit Viskositatswerten zwischen 25 und 45
Pas bei einer Temperatur bei 25°C. Sie ist deutlich flissiger als die SD 2462 NB und hartet
bei 120°C in 5 min aus.

2.5.1 Prufmethoden zur Bestimmung der Aushartezeite  n der Isolierpasten

Verwendete Geréte und Materialien:

» Mylar® Elektroisolierfolie [Dr. Dietrich Muller GmbH (Alhorn, D)]
e 8-Schichtrakel [BYK-Chemie GmbH (Wesel, D)]
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* Isolierpaste 5036 [E.l. Du Pont de Nemours and Company, kurz DuPont (Wilmington,
USA)]

* Isolierpaste SD 2462 NB [Lackwerke Peters GmbH & Co. KG (Kempten, D)]

« Prazisionswaage EPB-103 Milligram Scale [Sartorius group Acculab (Bradford, USA)]

e Trockenschrank FD 53 [Binder GmbH, (Tuttlingen, D)]

Die Aushartezeit und -temperatur der Siebdruckpasten wurden als Parameter ausgewahilt,
da sie nicht nur die mechanische Festigkeit des Kanals gewahrleisten, sondern auch
mdglichst kurz bzw. niedrig zu halten sind, um die thermische Stabilitdt des sensorischen
Elements (ISE-Membran) gewahrleisten zu kénnen. Die Aushértezeiten beider Isolierpasten
(SD 2462 NB und 5036) wurden Uber die Gewichtsanderung lber die Zeit beurteilt. Dazu
wurden definierte Hohen der Isolierpasten mit dem 8-Schichtrakel auf die Mylar®
Elektroisolierfolie aufgebracht und im Trockenschrank FD 53 bei unterschiedlichen
Temperaturen und Zeiten ausgesetzt. Die Sheets wurden nach definierten Zeiten aus dem
Trockenschrank geholt und die Gewichtsmessung bis zur Gewichtskonstanz durchgefihrt.
Da Teile der Sensorchemie bei den gegebenen Aushartetemperaturen des Herstellers
(5036: 5 min 120°C, SD 2462 NB: 45 min bei 120°C) instabil werden, musste die Aushéartung
bei 90°C untersucht werden. Sowohl eine niedrige Trockentemperatur als auch Aushéartezeit
erhoht die Lebensdauer der Sensor-Chemikalien, da enthaltene Weichmacher nicht so

schnell verdampfen kénnen.

Die Ergebnisse sind im Kapitel 3.4.1 Ergebnisse zu Prifmethoden zur Bestimmung der

Aushartezeiten der Isolierpasten zu finden.

2.5.2 Prufmethoden zur Schichtdickenmessung

Verwendete Geréte und Materialien:

e Isolierpaste 5036 [E.I. Du Pont de Nemours and Company, kurz DuPont
(Wilmington, USA)]

« Isolierpaste SD 2462 NB [Lackwerke Peters GmbH & Co. KG (Kempten, D)]

« digitales Mikroskop VHX-5000 [Keyence (Osaka, Japan)]

Die Schichtdickenmessungen wurden mit dem digitalen Mikroskop VHX bei einer 100-fachen
VergroRerung durchgefihrt. Dabei wurden vor allem die Schichtdicken der Isolierpasten
untersucht. Einerseits wurden diese flir einen méglichen Kanalaufbau (siehe Kapitel 2.1.2
Kanalwéande) untersucht und andererseits ist die Isolierpaste 5036 in den Sensormembranen

der Arbeits- und Referenzelektrode enthalten. Da sich diese im Mikrokanal befinden, musste
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deren Hohe und der damit verbundene Stromungseinfluss auf das zu separierende Plasma
untersucht werden. Ragen die ISE-Membranen zu weit in den Mikrokanal, gelangt das
Plasma zur ersten Elektrode, jedoch mdglicherweise nicht zur zweiten. Da die Elektroden
nach einander angeordnet sind, konnte die erste Elektrode den Plasmafluss zur zweiten
Elektrode versperren. Deshalb wurden sowohl die handisch dispensierten, als auch die
siebgedruckten ISE-Membranen auf deren Héhe untersucht.

Bestandteile des digitalen Mikroskops VHX-5000 des Herstellers Keyence (Nummerierung in
Abbildung 14):

Abbildung 14: Dieses Bild zeigt das digitale Mikros kop VHX der Firma Keyence, mit den Bestandteilen wie
Uber der Abbildung beschrieben, bei der Messung ein es mit Hand abgezogenen Mikrokanals. Die
Bezeichnungen der in der Abbildung nummerierten Ger ate sind folgende: 1: Steuergerat VHX-5000, 2:
Konsole VHX-A50 (OP-87841), 3: Kamera VHX-5100 Multis can, 4: RZ-Objektiv: VH-Z20T Ultrakleines
leistungsstarkes Zoomobjektive (20-200x), 5: Stativ: VHX-S550E Rundum-Betrachtungssystem mit digital
motorisierten XY-Objekttisch, Z-Achse héndisch verst ellbar

Die Messungen der Schichtdicken wurden zwischen dem Minimum der Referenzschicht und
dem Maximum der Isolierpaste ermittelt. Dabei ist es mit der Software des digitalen
Mikroskops VHX moglich, tber das erzeugte 3D Bild eine Profillinie zu erstellen, bei der
dann eine zweidimensionale Messung durchgefuhrt werden kann. Aul3erdem wurden die zu

vermessenden Objekte an mehreren verschiedenen Stellen auf deren Hohe untersucht und
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der Mittelwert samt Standardabweichung ausgewertet, um eine statistisch genauere

Aussagekraft der Schichtdicken zu erlangen.

Nachfolgende Abbildung 15 zeigt die Vermessung eines mit der Isolierpaste SD 2462 NB
erstellten Kanals. Zun&chst wurde ein 3D-Bild aufgenommen (linkes oberes Bild), daraufhin
uber eine Profillinie am 3D bzw. 2D-Bild (rechtes oberes Bild) der Abschnitt des Kanals
gewahlt und die Auswertung (unteres Bild) durchgefiihrt. Konkret wurden hier mit der
Minimum Funktion der tiefste Punkt des Kanals ermittelt und die hdchsten Punkte links und
rechts Uber die Maximum Funktion. Zwei weitere Punkte fur die Vermessung der Breite bei
circa 1 mm wurden auf der Profillinie aufgetragen und der Messwert (im unteren Bild mit [3]
markiert) in Mikrometer aufgetragen. Die gedachte gedeckelte Flache des Kanals wiirde so
eine Flache von 0,059 mm? aufweisen und hatte bei einer Lange von 10 mm ein

theoretisches Volumen von 0,59 mm?.

[5159279,48m*

Abbildung 15: Vermessung der Schichtdicke, der Kanalb reite und der gedachten gedeckelten Flache
eines Kanals, hergestellt auf der PET-Tragerfolie mi  t 1 mm dickem abgezogenem Klebeband, welches den
Kanal, nach Auftragen der Isolierpaste SD 2462 NB de r Firma Peters, bildet. Die linke und rechte
Kanalhéhe ist mit 53,02 um bzw. 55,05 um in etwa gleich hoch.
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2.5.3 Optimierung der Oberflachenbeschaffenheit der Isolierpaste SD 2462 NB

Verwendete Gerate und Materialien:

e Mylar® Elektroisolierfolie [Dr. Dietrich Miller GmbH (Alhorn, D)]
* Isolierpaste SD 2462 NB [Lackwerke Peters GmbH & Co. KG (Kempten, D)]
» Papiertuch

« digitales Mikroskop VHX [Keyence (Osaka, Japan)]

Durch die Oberflachenmodifikation (Abschleifen der ausgeharteten Isolierpaste SD 2462 NB
mit einem Papiertuch) kann die Oberflachenbeschaffenheit (Rauheit) von durchschnittlich
(5,50 £ 1,09) um auf (2,88 = 0,53) um reduziert werden, wie in Abbildung 16 ersichtlich.
Gemessen wurde hier der Abstand zwischen Minimum und Maximum einer Profillinie. Die
gemessenen Ergebnisse sind in Kapitel 3.4.3 Ergebnisse der Optimierung der
Oberflachenbeschaffenheit der Isolierpaste SD 2462 NB zu finden.

Profillinie Gber die
unbearbeitete Oberflache

Profillinie Uber die
bearbeitete Oberflache

Abbildung 16: Oberflachenveranderung der Isolierpas te SD 2462 NB durch Abschleifen mit einem
Papiertuch, aufgenommen mit dem Digitalmikroskop VHX. Links oben im Bild ist die unbearbeitete
Oberflache, rechts oben die bearbeitete. Mittig daz  u ist eine Profillinie Uber die unbearbeitete Oberfl ache
gelegt. Die héchste Abweichung von Minimum zu Maxim um betragt hier 5,37 ym. Im Mittel sind diese
Werte (5,50 + 1,09) um, ausgewertet aus 12 Messpunk ten und zu finden im Kapitel 3.4.3 Ergebnisse der
Optimierung der Oberflachenbeschaffenheit der Isoli erpaste SD 2462 NB. Die bearbeitete Oberflache, die
Profillinie dazu ist im unteren Bild gezeigt, weist bei gleich vielen Messpunkten einen mittleren
Hohenunterschied von (2,88 + 0,53) um auf.
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2.5.4 Prufmethoden zur Schrumpfmessung der Isolierp asten

Verwendete Gerate und Materialien:

« Mylar® Elektroisolierfolie [Dr. Dietrich Muller GmbH (Alhorn, D)]

* Isolierpaste 5036 [E.l. Du Pont de Nemours and Company, kurz DuPont
(Wilmington, USA)]

* Isolierpaste SD 2462 NB [Lackwerke Peters GmbH & Co. KG (Kempten, D)]

e Trockenschrank FD 53 [Binder GmbH, (Tuttlingen, D)]

« digitales Mikroskop VHX [Keyence (Osaka, Japan)]

Die Schrumpfmessung wurde ahnlich der Schichtdickenmessung mit dem digitalen
Mikroskop VHX durchgefiihrt. Lediglich wurden hierbei die Isolierpasten vor und nach dem
Ausharten auf deren Schichtdicke an zwolf verschiedenen Stellen gemessen. Daraus lasst
sich die durch Aushartung im Trockenschrank verringerte Schichtdicke als Schrumpf
ableiten, siehe Kapitel 3.4.4 Ergebnisse der Prifmethoden zur Schrumpfmessung der
Isolierpasten. Der Schrumpf der Isolierpasten gibt Aufschluss dariiber, ob ein Aufbau mit den
Isolierpasten als Mikrokanalwdnde grundsatzlich mdglich ist, oder nicht. Die
Aushartetemperaturen respektive Aushartezeiten wurden dabei, wie vom Hersteller der

Isolierpasten angegeben, gewéhlt.
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2.6 Prufmethoden zu den Kanalsaugeigenschaften
Verwendete Gerate und Materialien:

» Mylar® Elektroisolierfolie [Dr. Dietrich Muller GmbH (Alhorn, D)]

* Isolierpaste 5036 [E.l. Du Pont de Nemours and Company, kurz DuPont
(Wilmington, USA)]

* Isolierpaste SD 2462 NB [Lackwerke Peters GmbH & Co. KG (Kempten, D)]

Die Kanalsaugeigenschaften wurden auf Materialien, welche fur den Kanalaufbau in Frage
kamen, sowie auf dem aktuellen Sensordesign erprobt. Das Probevolumen war dabei
grundsétzlich ein 10 pl groRer Tropfen Blut. Die Mikrokanadle wurden nach Punkt 2.1
Herstellungstechniken von Mikrokanélen hergestellt. Sie wurden mit Klebeb&ndern gedeckelt
und auf deren Saugwirkung tberprift. Eine Deckelung mit hydrophilen Klebebandern, siehe
3.1 Ergebnisse der Prufmethoden zur Kontaktwinkelmessung, wurde hier angestrebt um ein

Einsaugen des Plasmas in den Kanal zu erleichtern.

Da die Isolierpaste SD 2462 NB gute Kontakteigenschaften fur Blut aufweist und keine der
Isolierpasten eine zusétzliche Hamolyse induziert, sind grundsétzlich beide Isolierpasten als
Materialien fir den Kanalaufbau geeignet. Allerdings konnte aufgrund der grol3en
Schrumpfung der Isolierpaste 5036 von DuPont, zu finden in 3.4.4.1 Ergebnisse der
Schrumpfmessung der Isolierpaste 5036, diese als Kanalwand ausgeschlossen werden. Die
Isolierpaste SD 2462 NB hat einen deutlich niedrigeren Schrumpf und ist deshalb als
Kanalwand gut geeignet. Nachdem sich eine Deckelung allerdings als schwierig erwies,

wurde diese Fertigung als endgultige Losung verworfen.

Somit wurden hauptsachlich die Kanalsaugeigenschaften mit dem Tesa Spacer Tape als
Kanalwande betrieben. Mit einer konstanten Kanalhdhe ist eine immer gleiche Fertigung der

Kanéale moglich, lediglich die Kanalbreite kann variieren.

2.6.1 Kanalsaugwirkung mit verschieden kombinierten Materialien als
Mikrokanale

Folgende Materialkombinationen wurden auf deren Saugwirkung dberprift und sind in
Abbildung 17 dargestellt:

1. Saugwirkung von 10 pl Blut Gber 5 cm lange, 1 mm breite und 50 pm hohe Kanale,
mit unterschiedlichen Untergriinden (Substrat) getestet - siehe 3.5.1 Ergebnisse mit

Vollblut auf unterschiedlichen Substrat.
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2. Saugwirkung von Plasma aus einem 10 pl groBen Tropfen Blut tUber Kandle,
extrahiert mit der Pall Vivid GR Membran. Dabei wurde nur die Deckelung der Kanéle
verandert. Zur Auswahl standen hier das relativ hydrophile (im Vergleich zu den
anderen Klebebandern) office discount Klebeband (Kontaktwinkel von 67°) und die
Hydrophilic Folie von Tesa (Kontaktwinkel von ~22°).

3. Kanalsaugwirkung der Kanalwandkombination wie in Punkt 2.1.4 Aufbau der
Mikrokandle aus Kombination der Isolierpaste SD 2462 NB und des Tesa Spacer
Tapes beschrieben.

4. Extrahieren von Plasma Uber Kandle, auf der Isolierpaste SD 2462 NB, ohne
Bearbeitung und mit Oberflachenbearbeitung. Die Bearbeitung der Oberflache
beinhaltet ein in Langsrichtung zum Kanal ,Abschleifen* der Isolierpaste mit einem
Papiertuch. Durch die doch sehr raue Oberflache des Papiertuches werden hier auf
Mikroebene ,Kanale“ in die Oberflache geschliffen, was eine deutliche Verbesserung
der Saugwirkung zur Folge hat.

5. Kanalsaugwirkung am alten Sensordesign und am aktuellen Sensordesign mit
aufgerauter Isolierpaste, wie in Punkt 4 beschrieben. Die
Plasmaseparationsmembran wurde mit einem hydrophoben Klebeband (Scotch
Magic 3M) fixiert.

Abbildung 17: Im linken oberen Bild sind die mit Vo liblut gefiillten Kandale, wie sie im ersten Punkt der

Materialkombination beschrieben, dargestellt. Im re chten oberen Bild ist ein Kanal mit
Plasmaseparationsmembran, wie in Punkt 2 erklart, auf  gebaut. Im linken unteren Bild ist ein Aufbau von

Kanalkombinationen, wie in Punkt 3 beschrieben, abge  bildet. Im rechten unteren Bild ist ein Sensor mit

dem ersten Siebdruckdesign und einem darauf aufgebau ten Mikrokanal mit Plasmaseparationsmembran
zu sehen.
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2.7 Finales Design des Einmalteststreifen in Autode sk AutoCAD (2D)

und Inventor (3D)

Das Design des Einmalteststreifen wurde zunachst in AutoCAD gezeichnet (siehe Abbildung
18). Der Datenaustausch mit der Siebdruckfirma erforderte das Autodesk-Format DXF.
Deshalb wurden die vier Siebvorlagen in AutoCAD 2010 gezeichnet. Der Kanalaufbau, die

Deckelung und der Filter, sowie dessen Fixierung, wurden im Inventor in 3D abgebildet.

Test- Silber- Kohle- Membran-  Isopasten-
streifen pasten- pasten- schicht schicht
mit schicht schicht
Membran
4,91 4,5 2 1¢
™~ 1 Ll «©
RZ5 S| 4 ™
~ ! i
S| N - 2
- N~ el N2} oY oo 8| ~
- m 1S e e e
2,62 B
5 3.1
. -
St
7.2 05
1,2

Abbildung 18 zeigt das in AutoCAD 2010 gezeichnete Design. Links ist der fertige Einmalteststreifen zu
sehen, in der zweiten Ansicht von links, der Testst reifenaufbau mit der Membran. Rechts davon die vier

Siebschichten, samt Bemafung. Der Teststreifen hate  ine Grundflache von 25,4 mm x 7,2 mm.

Da eine Draufsicht den Sensoraufbau schwer vorstellbar macht, wurde in Autodesk Inventor

der Sensor als 3D Skizze designt, siehe folgende Abbildung 19.

Abbildung 19: Im linken Bild ist die Explosionszeich nung des kompletten Einmalteststreifens dargestellt,
rechts im Bild ist der zusammengebaute Einmalteststr eifen zu sehen.
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Nach Konstruktion der Siebe in AutoCAD und Freigabe durch den Projektleiter, wurden die
Siebe bei Siebtronic in Auftrag gegeben. Sobald diese einlangt waren, wurde die Tragerfolie
bedruckt, siehe Abbildung 20.

Abbildung 20: Links oben im Bild: Das Sieb fur die Si Iberschicht und rechts daneben die gedruckte
Schicht auf der PET-Tragerfolie. Rechts oben im Bild i st die zweite Schicht durch das Kohlesieb, rechts
davon die gedruckte Paste auf dem Substrat. Links unt  en im Bild: Zu sehen ist das Sieb fur die
Isolierpaste, rechts davon die gedruckte Paste SD2462 NB als dritte Schicht. Recht unten im Bild ist das

Membransieb zu sehen, rechts davon ist eine Aufnahm e mit dem digitalen Mikroskop zu sehen, da die
Membranen der A.E. und R.E. des Sensors durchsichtigs  ind.

2.7.1 Finaler Aufbau des Einmaltestreifens

Fur den finalen Aufbau des Einmalteststreifens wurden verschiedene Fertigungsmethoden
fur das gleichzeitige Aufbringen von 20 Mikrokanélen gesucht, da bei Einzelaufbringung der
Kanalwénde die Kanalgeometrie stark variieren kann und der Zeitaufwand deutlich hoher ist.

» Stanzen durch die Firma Polehnia (Josef POLEHNIA & Co., Wien)

» Lasercutten an der TUGraz (Architektur)

» Wasserstrahlschneiden durch die Firma Hostra (HOSTRA Gummi und Kunststoffe
GmbH, Graz)

e Schneidcutten an der TUGraz (Chemie)

e Schneidcutten durch die Firma Hostra (HOSTRA Gummi und Kunststoffe GmbH,
Graz)

Lediglich das Schneidcutten mit dem Schneidplotter [Aristomat TL 1617-8 (Aristo Graphic

Systeme GmbH & Co0.KG.)] durch die Firma Hostra lieferte ein zufriedenstellendes Ergebnis,
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welches im finalen Aufbau und der Uberpriifung sehr gute Ergebnisse der Saugzeiten
geliefert hat. Die Fertigungstoleranz von £10% kann mit dem Schneidcutter (Toleranzen von

0,02 mm) auch eingehalten werden.

Der Aufbau des Einmalteststreifens erfolgt nach dem Bedrucken der 5 Schichten durch den

Siebdruck in folgenden Schritten:

Bekleben der 20 Sensoren mit dem doppelseitigem Klebeband
Deckelung der 20 Sensoren mit einem 9,5 mm breiten Streifen der hydrophilic Folie
3. Stanzen des Plasmaseparationsfilters mit § 5 mm und setzen auf den Einlass des
Mikrokanals
4. Fixieren der Plasmaseparationsmembran mit dem hydrophobem Klebeband Scotch
Magic 3M
5. Uberpriifung von 20 Einmalteststreifen auf Plasmaseparationsvermogen
Uberpriifung der 20 Einmalteststreifen auf deren Saugzeit (iber die gesamte Lange

des Mikrokanals (~10 mm)

Die Schritte 1-4 zum Aufbau der Einmalteststreifen sind in Abbildung 21 dargestellt. Danach
kobnnen die 20 Einmalteststreifen mit einer Schere ausgeschnitten werden, ohne

Beeintrachtigung der geklebten Mikrokanéle respektive Plasmaseparationsmembranen.
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Abbildung 21: Aufbau von 20 Einmalteststreifen auf d en siebgedruckten Kaliumsensoren. Links oben
(Schritt 1) ist die Beklebung mit dem doppelseitigen Klebeband Tesa Spacer Tape zu sehen. Links unten
(Schritt 2) ist die 9,5 mm breite Deckelung mit der durchsichtigen Tesa Hydrophilic Folie Gber alle 20
Einmalteststreifen  erkennbar. Rechts oben (Schritt 3) sieht man die Platzierung der
Plasmaseparationsmembranen Pall Vivid GR. Die Fixierun g der Plasmaseparationsmembran ist rechts
unten (Schritt 4) dargestellt.

2.7.2 Uberprifung der Saugwirkung des finalen Aufba  us des
Einmalteststreifens

Verwendete Gerate und Materialien:

e 20 Einmalteststreifen (Aufbau siehe obiges Kapitel)
» 20 pl Eppendorf Research Plus Pipette [Eppendorf AG (Hamburg, D)]

» Einmallanzette (Stechen der Fingerbeere)

Die Uberprifung der 20 Einmalteststreifen wurde mit kapillarem Frischblut aus der
Fingerbeere durchgefuhrt. Auf jeden Einmalteststreifen wurde dabei ein 10 pl Tropfen
kapillaren Frischblutes, welcher durch Stechen mit den Einmallanzetten in die Fingerbeere
und aufsaugen mit dem 20 pul Eppendorf Pipettierer erfolgte, auf die
Plasmaseparationsmembran des Einmalteststreifens dispensiert. Danach wurde die Zeit, fur
das Auffillen des ~10 mm langen Einmalteststreifens gemessen. Die Ergebnisse dazu sind
in Kapitel 3.6 Ergebnisse der Saugwirkung des finalen Aufbaus des Einmalteststreifens zu

finden.
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3 Ergebnisse

Im Zuge dieser Diplomarbeit wurde ein mikrofluidisches System zur Separation und zum
Transport von Plasma entwickelt. Der Mikrokanal ist Teil eines Teststreifens zur
Quantifizierung von Kalium aus kapillaren Blutproben, entnommen aus der Fingerbeere. Die

Entwicklung des Mikrokanals erfolgte in 3 Schritten:

1. Auswahl der Materialien fiir die Fertigung des Kanals
a. PET-Tragerfolie als Substrat
b. Isolierpaste SD 2462 NB als Kanalwande
c. Isolierpaste DuPont 5036 als Kanalwande
d. Diverse Klebebander als Kanalwénde, Deckelung des Kanals und Fixierung
des Mikrofilters
2. Techniken zur Fertigung des Mikrokanals

3. Auswahl der Plasmaseparationsmembran fiir die Blutfiltration
Techniken zur Beurteilung der Materialeigenschaften waren:

1. Kontaktwinkelmessungen

2. Hamolyse induziert durch die Materialien
3. Aushartezeiten der Isolierpasten
Schichtdickenmessung

Schrumpfmessung

o o &

Kanalsaugwirkung bzw. Kanalsaugzeit
Die Auswahlkriterien fur die Plasmaseparationsmembranen nach einer Produktsuche waren:

1. Kontaktwinkelmessung bzw. Benetzbarkeit
2. Plasmaseparationsvermogen

3. Hamolyse induziert durch die Plasmaseparationsmembranen

3.1 Ergebnisse der Prifmethoden zur Kontaktwinkelme  ssung und

Benetzbarkeit von Materialien

Die Messung des Kontaktwinkels wurde nach der Methode, beschrieben im Kapitel 2.2
Prifmethoden zur Kontaktwinkelmessung und Benetzbarkeit von Materialien, bestimmt. Fur

das Tragermaterial des Einmalteststreifens wurde Polyethylenterephthalat (PET) gewahit. Es
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ergab sich ein Kontaktwinkel mit n=1 flr destilliertes Wasser von 70° und 69° fur Blut. In

Abbildung 22 sind die Ergebnisse der Messung dargestellt.

Abbildung 22: Kontaktwinkelmessung der PET-Tragerfoli e mit einem Winkel von 70° fir Wasser (links)
und 69° fir Blut (rechts).

Fur die Isolierpaste SD 2462 NB wurde ein Kontaktwinkel mit n=5 von (70,0 £ 2,2)° zu
Wasser und (63,8 + 3,5)° zu Blut gemessen. In Abbildung 23 ist eines der 5 Ergebnisse
ersichtlich.

Abbildung 23: Kontaktwinkel von Blut (li.) mit 65° und Wasser (re.) mit 64° zur Isolierpaste SD 2462 NB

Bei der Isolierpaste 5036 wurde ein Kontaktwinkel von 63° zu Wasser und 81° zu Blut
gemessen, zu sehen in Abbildung 24.

Abbildung 24: Kontaktwinkel der Isolierpaste DuPont 5036 mit 63° zu destilliertem Wasser links und 81°
zu Blut, rechts im Bild.

Kontaktwinkelmessungen verschiedener Klebebander, zur Deckelung des Mikrokanals:

Hierbei wurde die Kontaktwinkelmessung auf der Klebeseite der Bander durchgefihrt, da
diese die Oberseite der Kandle bilden, mit den Kanalwénden einen luftdichten Kontakt haben
und somit die Benetzbarkeit des Blutes bzw. Plasmas, welches Uber den Kanal gezogen

wird, maf3geblich beeinflussen.

Office discount Klebefilm 10 m x 12 mm in Abbildung 25:
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Abbildung 25: Kontaktwinkel des Office discount Kle befilms fiir Wasser links 64° und Blut 67° rechts au  f
der Klebeseite des Bandes.

Scotch Magic Tape 33m x 19 mm der Firma 3M (Abbildung 26):

Abbildung 26: Kontaktwinkelbestimmung des Klebebandes Scotch Magi ¢ Tape der Firma 3M. Fir Blut
wurde hierbei ein Winkel von 114° (li.) und Wasser ~ 109° (re.) gemessen.

Kontaktwinkelmessungen der von der Firma Tesa als Muster zur Verflgung gestellten

Klebebander zu destilliertem Wasser und Blut:

Tabelle 3: Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen der Klebebénder, welche von der Firma Tesa zur
Verfiigung gestellt wurden.

Kontaktwinkel Kontaktwinkel

Bezeichnung des Klebebandes laut Hersteller dest. Wasser Blut
[’] [’]
Tesa 04024 PP Packband transparent, 50 mm x 66 m 88 92
Tesa 04287 PP-Trager 86 03
Kautschukmasse transparent 50 mm x 66 m
Tesa 51134 PE Surface Protection, Acrylat farblos, 75 mm x
85 72
100 m
Tesa 04104 PVC-Trager, Naturkautschuk, transparent, 19
74 67
mm X 66 m
Tesa 04967 doppelseitiges Klebeband, farblos 19 mm x 50
. 73 92
m, rote Deckfolie
Tesa 04972 doppelseitiges Klebeband, Polyesterfolie, mod. 65 o1

Acrylat, transparent, gelbe Deckfolie

Die Hydrophilic Folie der Firma Tesa zeigte bei n=5 Messungen einen Kontaktwinkel zu Blut
von (22,3 = 1,7)°. Eine Kontaktwinkelauswertung mit Blut ist in Abbildung 27 zu sehen. Fir
destilliertes Wasser wurde ein Kontaktwinkel von (21,0 + 2,5)° bestimmt.
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Abbildung 27: Ergebnis einer der Kontaktwinkelmessun

Die Ergebnisse der
(2.4.1 Produktsuche

Produktsuche

Kontaktwinkelmessungen der

flr

g der Hydrophilic Folie mit 22° zu Blut.

Plasmaseparationsmembranen

angefordert wurden, sind in Tabelle 4 zu sehen.

Tabelle 4: Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen der

Kontaktwinkel von 0° bedeutet ein vollstandiges Eins

Mikrofilter,

welche nach einer

(Mikrofilter))

Mikrofilter von unterschiedlichen Herstellern. Ein

augen der Flissigkeit in die Membran.

. Kontaktwinkel
) ) Porengrolie
Hersteller Hersteller-bezeichnung Material Blut
Hm [’]
Merckmillipore | RNWP02500 Nylon 1,2 17
. PP3 50502 Polypropylen 3,0 119
Sartorius '
u Sartoclean 56004E Celluloseacetat 0,8 0
Sefar Medifab 07-5/1 PET 5,0 89
Membrane SPGFD810270N 27 0
) Glasfaser
Solutions SPGFD810160N 1,6 0
Cobetter HD1.8B 1,8 0
S Polyethersulfon
filtration HD1.2B 1,2 0
3,0 89
50 59
What Cycl PC ’
aiman Lyclopore Polykarbonat 2,0 58
0,4 59
GE (General _Whatman Nucleopore 0,8 4
Electric) Whatman Mixed cellulose 0.8 39
ME 27 Membrane Filters ester '
Whatman Membrane Circles | Cellulosenitrat 0,8 26
Whatman Nylone Membrane
. Nylon 0,8 10
Filters
Pall Vivid GR Polysulfon Asymmetrisch 0

3.2 Ergebnisse Prifmethoden zur Hamokompatibilitat

fir den Kanalaufbau

der Materialien

In der angefuhrten Tabelle 5 befinden sich die Ergebnisse der Hamolysemessungen der fur
den Teststreifen in Frage kommenden Materialien. Durchgefiihrt wurden die Messung nach
der Methode, beschrieben in 2.3 Prifmethoden zur Hamokompatibilitédt der Materialien. Die
Kontaktzeiten mit 20 Sekunden bzw. 2 Minuten sind eine Vorgaben und definieren die

minimale und maximal erlaubte Kontaktzeit des Blutes mit den Materialien.
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Tabelle 5: Ergebnisse der Hamolysemessungen fiir die in Frage kommenden Materialien fiir den Aufbau
des Einmalteststreifens.

Nach 20 Sekunden Nach 2 Minuten

Referenzwert Kontakt Kontakt

[g/d]] [g/d]] [g/d]]
1.Referenzwert, aus 0.05
abgesetzter Blutprobe : i i
2.Referenzwert, nach 2 min

o 0,05 - -

zentrifugieren
Office discount Klebeband 0,05 0,05 0,05
PET Tréagerfolie 0,05 0,05 0,04
Isolierpaste 5036

0,11 0,11 0,12

(Fa. DuPont)

Isolierpaste SD 2462 NB (Fa.
Peters) ausgehartet bei 0,05 0,06 0,05
120°C und 45 min
Isolierpaste SD 2462 NB (Fa.

Peters) ausgehartet bei 90°C 0,05 - 0,06
und 30 min

Isolierpaste SD 2462 NB (Fa.

Peters) ausgehartet bei 90°C 0,07 0,07 -
und 30 min

3.2.1 Ergebnisse der Uberprifungen der Kanalkombina  tionen auf Hamolyse

Weiters wurde aus den Materialien 2 Mikrokanalkombinationen aufgebaut und diese auf
Hamolyse der roten Blutkérperchen Uberprift. Der Aufbau dieser Kanale ist im
Methodenkapitel 2.3.1 Uberpriifung der Kanalkombinationen auf Hamolyse beschrieben. Die
Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse dieser Kombinationen. Die Methodik wurde nach der
Uberprifung des 1. Mikrokanals auf Hamolyse, bei dem manuell mit einer Spritzenpumpe
das Blut Uber den Kanal gezogen wurde, verandert. Die Peristaltikpumpe MPP 102 wurde
anstatt der Spritze zum Absaugen des Blutes verwendet, die Kantle ersetzt durch einen
Schlauch und die beiden Kanalkombinationen getestet.

Tabelle 6: Ergebnisse der Uberpriifung der Kanalkombi nationen auf Hamolyse. Die 1. Kanalkombination,
bei der Blut manuell Gber den Kanal gezogen wurde, zeigt eine Erhéhung um 0,08 g/dl freiem Hamoglobin

im Plasma. Anpassung der Methode mit 1. und 2. Mikro  kanal-Kombinationen, wobei Blut mittels der

Mikro-Perfusionspumpe MPP 102 ber den Kanal gezogen wurde. Hier ist eine Veranderung von 0,01 und
0,02 g/dl fur die erste und zweite Kanalkombination ersichtlich.

Referenzwert Messwert
[g/d]] [g/d]]
1. Mikrokanal, manuell mit
. 0,10 0,18
Spritze gezogen
1. Mikrokanal mit MPP 102 0,15 0,16
2. Mikrokanal mit MPP 102 0,05 0,07
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3.3 Ergebnisse der Mikrofilter in der Anwendung zur Plasmaseparation

3.3.1 Ergebnisse der Uberprifung der Mikrofilter au ~ f

Plasmaseparationsvermogen

Die Uberpriifung der Mikrofilter auf Plasmaseparationsvermdgen wurde, nach Wegfall der
Filter, wie in Kapitel 2.4.3 Mikrofilterauswahl durch Kontaktwinkelmessung erlautert, durch
Verwendung des microfluidic ChipShop Chips durchgefiihrt. Die zugrunde liegende Methodik
ist in Kapitel 2.4.4 Uberprifung der Mikrofilter auf Plasmaseparationsvermogen naher
beschrieben. Nach Ausschluss der Mikrofilter mit einem Kontaktwinkel von > 30° (siehe
Kapitel 3.1 Ergebnisse der Prifmethoden zur Kontaktwinkelmessung und Benetzbarkeit von
Materialien in Tabelle 4) haben lediglich 5 der Mikrofilter (jeweils 2 davon sind vom gleichen
Hersteller, haben jedoch unterschiedliche Porengréf3en) eine Separation von Plasma aus
Vollblut gezeigt. In Tabelle 7 sind die Mikrofilter, deren Herstellungsmaterial und Porengrof3e,
sowie der Kontaktwinkel und das Plasmaseparationsvermogen, dargestellt.

Tabelle 7 zeigt die Mikrofilter die auf Plasmasepara tionsvermdgen Uberprift wurden. Diese wurden mit

Hilfe der Chips, die beim microfluidic ChipShop spez iell fir die Anwendung zur Plasmaseparation
hergestellt werden, gepriift.

Plasma-
I Hersteller- il PorengréRe | Kontaktwinkel | separations-
Hersteller bezeichnung Materia Blut vermégen
Hm [°] -
Verckmiipore | REORSOR N o R BN
Membrane SPGFD810270N 2,7 0 Ja
: Glasfaser
Solutions SPGFD810160N 1,6 0 Ja
Cobetter HD1.8B 1,8 0 Ja
o Polyethersulfon
filtration HD1.2B 1,2 0 Ja
GE (General
Electric)
Pall Vivid GR Polysulfon Asymmetrisch 0 Ja

3.3.2 Ergebnisse der Uberpriifung der Mikrofilter au ~ f Hamolyse

Das Plasma, das nach der Plasmaseparation, wie im obigen Kapitel erklart, durch den
Plasmaseparationschip extrahiert worden war, wurde auf dessen Hamolysegrad untersucht.

Dabei wurde wie in Kapitel 2.4.5 Uberpriifung der Mikrofilter auf Hamolyse vorgegangen.
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Mikrofilter Pall Vivid GR;:

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse der Hamolysemessung fir die Plasmaseparationsmembran
Vivid GR.

Tabelle 8 zeigt die Ergebnisse der Uberpriifung der PI  asmaseparationsmembran Pall Vivid GR auf
Hamolyse. Die Filtermembran wurde dabei in den Plasm  aseparationschip vom Micofludic ChipShop

eingebaut und unter Anwendung einer Peristaltikpumpe menschliches Vollblut durch den Filter gezogen.

Die Messergebnisse sind dabei alle gleich den Refer enzwerten, lediglich bei Messung 10+11 ist der
Messwert um 0,01g/dl kleiner als der Referenzwert. Dies resultiert aus dem bereits beschriebenen
Problem des Rundens in der dritten Nachkommastelle d es Hamoglobin Messgerates. Die Messungen 2 —
13 wurden gepoolt, da fir das Hamoglobin Messgerat ca. 20 ml Plasma benétigt wird, durch die Filtration

aber pro Messung zu wenig Plasma extrahiert wurde.

Messung Referenzwert Messwert Plasmamenge

[g/dl] [g/dI] Uhrzeit g

1 0,01 0,01 08:00 -

2+3 gepoolt 0,03 0,03 08:30 B
4+5 gepoolt 0,03 0,03 09:30 80+73
6+7 gepoolt 0,04 0,04 10:30 95+94
8+9 gepoolt 0,04 0,04 11:00 86+9,1
10+11 gepoolt 0,06 0,05 13:00 83+10,8
12+13 gepoolt 0,07 0,07 15:00 10,5 +8,5

Fur die Plasmarecovery wurde so aus 30 pl Blut bei n=10 Messungen eine durchschnittliche
Menge von (9,0 = 1,1) g erreicht. Dies entspricht einer Plasmarecoveryrate von ~55% bei

einem Hamatokrit von 45%. Pall verspricht eine Recoveryrate von > 80%.
Mikrofilter Cobetter filtration HD1.2B:

Mit dem Mikrofilter HD1.2B wurde zwar Plasma extrahiert, jedoch war es deutlich rotgefarbt.
Die Messung fur n=4 Filter ergab nach Poolen aller vier Proben, einen Messwert aul3erhalb

des Detektionsbereiches des Hamoglobin Messgerates.
Mikrofilter Membran Solutions SPGFD810160N:

Mit dem Glasfaserfilter mit einem Porendurchmesser von 1,6 um war ein Extrahieren von
Plasma mdglich, jedoch war auch hier eine deutliche Rotfarbung erkennbar. Nach der
Plasmaseparation mit n=4 Mikrofilter war ein gepoolter freier Hamoglobinwert von 1,83 g/dl

zu einem Referenzwert von 0,05 g/dl das Ergebnis.
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3.4 Ergebnisse der Kanalwande aus Isolierpaste

3.4.1 Ergebnisse zu Prifmethoden zur Bestimmung der Aushartezeiten der

Isolierpasten

Die Aushartezeiten wurden nach der Methode 2.5.1 Prifmethoden zur Bestimmung der
Aushartezeiten der Isolierpasten bestimmt. Dabei wurden die zu Uberprifenden Sheets mit
den Pasten beschichtet, bei der zu untersuchenden Temperatur ausgehértet und nach

festgelegten Intervallen auf deren Gewichtsverlust untersucht.

3.4.1.1 Ergebnisse der Isolierpaste 5036 der Firma  DuPont bei 120°C

Im Mittel hat die Isolierpaste nach 4 Minuten (9,60 £ 1,81) % verloren, nach 8 Minuten hat
sich der Wert bezogen auf den 4 minitigen um (0,09 £+ 0,06) % geandert und nach 12

Minuten bezogen auf den 8 mindtigen um (0,06 + 0,04) %.

In Abbildung 28 sind die Ergebnisse der prozentuellen Gewichtséanderung, wie in Tabelle 9,

als Diagramm dargestellt.

Tabelle 9: Ergebnisse der Wagung der mit der Isolier paste 5036 (Firma DuPont) abgezogenen Sheets
nach jeweils 4 Minuten Aushértezeit. Die Aushértete  mperatur war hier 120°C.

Gewicht Uber die Zeit

Sheet [%0] ngch [%0] ngch [%0] ngch [%0] nqch

0 min 4 min 8 min 12 min
1 100,00 92,26 92,24 92,26
2 100,00 91,50 91,42 91,39
3 100,00 91,30 91,22 91,17
4 100,00 88,49 88,34 88,23
5 100,00 91,80 91,73 91,67
6 100,00 88,27 88,27 88,18
7 100,00 93,09 93,04 93,01
8 100,00 89,50 89,37 89,27
9 100,00 88,07 87,86 87,77
10 100,00 89,69 89,56 89,51
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DuPont 5036 bei 120°C
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Abbildung 28: Prozentueller Gewichtsverlust der Isol ierpaste 5036 von DuPont bei 120°C
Aushéartetemperatur nach 4, 8 und 12 Minuten. Nach 4 mindtiger Aushartung ist praktisch keine
Gewichtsdnderung mehr ersichtlich.

3.4.1.2 Ergebnisse der Isolierpaste 5036 der Firma  DuPont bei 90°C

Die nachfolgende Tabelle 10 zeigt die Ergebnisse der Aushéartezeit der Isolierpaste 5036 bei
90°C. Die Methodik zur Erlangung dieser Ergebnisse ist in Kapitel 2.5.1 Prifmethoden zur
Bestimmung der Aushartezeiten der Isolierpasten detailliert beschrieben.

Tabelle 10: Ergebnisse der Wagung der mit der Isolie  rpaste 5036 (Firma DuPont) abgezogenen Sheets
nach jeweils 5 Minuten Aushéartezeit. Die Aushértete  mperatur war hier 90°C. Sheets 1-5 wurden mit 125

pm Erhdhung abgezogen. Sheets 6-10 wurden mit der do  ppelten Hohe (250 um) abgezogen. Ab 5 Minuten
ist keine grof3e Veranderung des Gewichts mehr ersich  tlich.

Gewicht Uber die Zeit

Sheet [%0] nz_alch [%0] nz_alch [%0] na_ch [%0] na_ch [%0] na_ch
0 min 5 min 10 min 15 min 20 min
1. 125 um 100,00 94,73 94,68 94,79 94,81
2. 125pum 100,00 94,63 94,57 94,49 94,46
3. 125pum 100,00 94,86 94,78 94,82 94,82
4. 125 pm 100,00 91,89 91,30 91,26 91,30
5. 125 pum 100,00 93,93 93,77 93,78 93,78
6. 250 pm 100,00 90,00 89,72 89,92 89,89
7. 250 pm 100,00 89,64 89,42 89,18 89,59
8. 250 pm 100,00 90,60 90,24 90,14 90,19
9. 250 um 100,00 90,47 89,98 89,86 89,81
10. 250 pm 100,00 90,43 90,02 89,89 89,91
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Der prozentuelle Gewichtsunterschied der mit 125 pm abgezogenen Sheets getrocknet bei
90°C, betragt nach 5 Minuten (5,99 + 1,24) %. Bei dem 250 pm abgezogenen Sheets ergibt
sich eine Gewichtsreduktion von (9,77 £ 0,40) % nach 5 Minuten im Mittel. Nach einer
Trockenzeit von 10 Minuten andert sich der Mittelwert der 125 um Sheets im Vergleich zur 5
mindtigen Gewichtsmessung um (0,19 + 0,23) % und bei den 250 pm Sheets um (0,35 *
0,11) %. Nach weiteren 5 bzw. 10 Minuten Trocknungszeit ist kaum mehr eine Veranderung
im Gewicht der Sheets erkennbar. Die 125 um Schicht &ndert sich um (-0,01 £ 0,07)% nach
15 Minuten, bezogen auf die 10 minitige Messung und um (-0,01 + 0,02)% nach 20 Minuten,
bezogen auf die 15 minitige Messung. Der negative Mittelwert resultiert aus einer Erhéhung

des Gewichts, induziert durch die Messungenauigkeit der Waage.

Bei den 250 um abgezogenen Sheets sind die Mittelwerte bei 15 und 20 Minuten (0,07 *
0,074)% und (0,08 £ 0,19)% bezogen auf die jeweiligen vorigen Messungen.

Die nachfolgende Abbildung 29 beinhaltet den prozentuellen Gewichtsverlust der Isolierpaste
5036 der Firma DuPont bei 90°C Aushéartetemperatur. Die Werte daftr konnen in Tabelle 10
betrachtet werden.

DuPont 5036 90°C
L Sheet
LT 0 J S U SR ¢1.125 ym
. m2. 125 um
R 98 oo
= 3.125 um
(2]
L e %X4. 125 pm
[}
S () 2 e )
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Abbildung 29: Gewichtsverlust der DuPont Isolierpast e 5036 in Prozent bezogen auf den Anfangswert,
nach 5, 10, 15 und 20 Minuten fur die Sheets 1-5 mit 125 pm Abziehhdhe und Sheets 6-10 fur 250 pm. Beim
Sheet 4 handelt es sich um einen Ausreiler bei dem e in zu groRes Sheet verwendet wurde und
resultierend daraus zu viel Isolierpaste aufgetrage  n wurde.
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3.4.1.3 Ergebnisse der Isolierpaste SD 2462 NB der  Firma Peters bei 90°C

Die Isolierpaste SD 2462 NB, wurde nur bei 90°C untersucht. Da diese nur als Isolierschicht
verwendet wird, und grundsatzlich geplant war, diese beim Siebdrucken nach den
Membranen zu drucken, musste die Paste bei der Temperatur untersucht werden, bei der
auch die Sensorchemie der Membranen thermisch stabil bleiben. In Tabelle 11 sind die
Ergebnisse dieser Untersuchung tabellarisch dargestellt und in Abbildung 30 sind diese als
Diagramm zu sehen.

Tabelle 11: Anderung des Gewichts der Isolierpaste SD 2462 NB der Firma Peters bei einer
Aushéartetemperatur von 90°. Die Isolierpaste wurde auf den PET-Tragerfolien (Sheets) mit einer 125 pm

Hohenbegrenzung abgezogen und alle 10 Minuten gewog en. nach 30 Minuten Aushértezeit ist praktisch
keine Gewichtsanderung mehr sichtbar.

Gewicht Uber die Zeit

[%] nach [%] nach [%] nach [%] nach [%] nach [%] nach
Sheet 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
1 100,00 97,73 97,57 97,53 97,49 97,47
2 100,00 97,79 97,64 97,59 97,57 97,55
3 100,00 97,82 97,68 97,63 97,59 97,58
4 100,00 97,71 97,59 97,52 97,48 97,47
5 100,00 97,82 97,67 97,62 97,60 97,59
6 100,00 97,74 97,63 97,56 97,53 97,53
7 100,00 97,21 97,07 96,99 96,97 96,96
8 100,00 97,80 97,66 97,60 97,58 97,58
9 100,00 97,76 97,64 97,57 97,56 97,55
10 100,00 97,84 97,71 97,63 97,63 97,60

Die Mittelwerte der relativen Gewichtsanderung betragen (2,22 + 0,05) % nach 10 Minuten,
(0,14 + 0,01) % nach 20 Minuten, (0,06 + 0,01) % nach 30 Minuten, (0,026 = 0,01) % nach
40 Minuten und (0,01 £ 0,01) % nach 50 Minuten.

In der Abbildung 30 sind die Ergebnisse der Wagungen (in Prozent) nach wiederholter 10-

minUtiger Messung als Diagramm dargestellt.
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Peters SD 2462 NB 90°C
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Abbildung 30: Prozentueller Gewichtsverlust der Isol ierpaste SD 2462 NB der Firma Peters bei 90°C
Aushéartetemperatur mit (n=9) Sheets. Die Wagung wur  de vor der Aushéartung und danach alle 10 Minuten

durchgefiihrt. Ab 30 Minuten ist kaum noch eine Gewi  chtsanderung sichtbar. Beim 7. Sheet ist der

Gewichtsverlust etwas hoher als bei den anderen Shee ts. Ein gréReres Sheet mit etwas mehr
aufgetragener Isolierpaste lasst auf den gréBeren G ewichtsverlust schlie3en.

3.4.2 Ergebnisse der Prifmethoden zur Schichtdicken ~ messung

Die Schichtdickenmessung dient der Uberprifung der Kanalwandhohe. Mit ihr wurde
uberpruft, ob eine Kanalwand mit den Isolierpasten aufgebaut werden kann und ob deren
Hohe ausreicht, um ausreichend Plasma fir die Kaliumdetektion in den Kanal zu ziehen.
Weiters wurde mit der Schichtdickenmessung die Hohe der ISE-Membran Uberprift und
aufgrund dieser Ergebnisse die minimale Kanalhohe, fir ein vollstandiges Benetzen
respektive ein komplettes Auffillen des Mikrokanals mit Plasma, definiert. Die Messung der
Schichtdicke wurden nach der Methodik, beschrieben in Kapitel 2.5.2 Prifmethoden zur
Schichtdickenmessung, durchgefihrt. Sie war speziell fur die Verwendung der Isolierpaste

als Kanalwéande, beschrieben in 2.1.2 Kanalwande, von Bedeutung.
e Ergebnisse der Schichtdickenmessungen der Isolierpa ste SD 2462 NB

Die Schichtdickenmessung der Isolierpaste SD 2462 NB wurde mit (n=13) auf der PET-
Tragerfolie durchgefuhrt. Die Isolierpaste wurde mit einer Hohenbegrenzung von einer
Papierdicke = 125 pm abgezogen. Die Kanéle wurden dabei wie im Kapitel 2.1
Herstellungstechniken von Mikrokanalen gefertigt. Mit einem Gesamtmittelwert von (107,08 +
18,56) um ergibt sich ein Veranderung zur Ausgangshohe von circa 14,4%. Da die nass
aufgetragene Isolierpaste nicht auf deren Schichtdicke tberpruft wurde, wurde durch die

Schrumpfmessung die nasse und trockene Paste durch Uberpriifung auf deren Schichtdicke
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zur Erlangung genauerer Ergebnisse untersucht. Der Wert ist um ~3,7% hdher als jener,
welcher bei der Schrumpfmessung ermittelt wurde. Dies kann von Ungenauigkeiten, wie z.B.

Druckverteilung, beim Abziehen der Isolierpaste kommen.
e Ergebnisse der Schichtdickenmessungen der Isolierpa ste 5036

Die Schichtdickenmessung der Kanalhdhen der Isolierpaste 5036 (n=6) haben gezeigt, dass
sich die theoretische Schichtdicke von 125 um durch thermisches Ausharten auf eine mittlere
Schichtdicke von (48,66 + 13,52) um geandert hat. Die Isolierpaste ist um 61 % geschrumpft.
Dieses Ergebnis war ausschlaggebend fur die Durchfihrung von Schrumpfmessungen
(siehe Kapitel 2.5.4 Prifmethoden zur Schrumpfmessung der Isolierpasten) der
Isolierpasten. Bei diesen Schrumpfmessungen wurde eine Veranderung von ~9% in Bezug

auf die oben angefiihrte Schrumpfmessung gemessen.

» Ergebnisse der Schichtdickenmessung der handisch di spensierten
Referenzelektrodenmembran am Basissensordesign
Die Bestimmung der Schichtdicke der ISE-Membranen war aufgrund des Einflusses durch
ein mogliches Absperren des Mikrokanals durch deren Hohe relevant fiir diese Arbeit (siehe
Kapitel 2.5.2 Prifmethoden zur Schichtdickenmessung). Die ISE-Membran muss eine
gewisse Schichtdicke (H6he) aufweisen, um ein mdglichst hohes kaliumselektives Signal
wiedergeben zu kénnen. So wurden sowohl die handisch dispensierten als auch die

siebgedruckten Membranen auf deren Schichtdicke untersucht.

Die Schichtdickenmessung (n=11 Sensoren mit jeweils 3 Messpunkten) der hé&ndisch
dispensierten Referenzelektrodenmembran des Basissensors ergab eine mittlere Dicke von
(123,72 + 58,83) um. Im Zuge dieser Messung wurde die Schichtdicke der Kohlepaste
((15,63 = 7,37) um) mitgemessen und ausgewertet. Die Auswertung der Membranhthe
respektive der Hohe der Kohleschicht gibt Aufschluss dariber, in wie weit die Kanale zum

Benetzen der Elektroden Uberstehen miissen.

e Ergebnisse der Schichtdickenmessung der siebgedruck ten

Referenzelektrodenmembran am Basissensordesign

Die Ergebnisse der Schichtdickenmessung (n=4 Sensoren mit jeweils 3 Messpunkten) der
mit der DuPont 5036 siegedruckten Referenzelektroden-Membran ergab im Mittel eine Dicke
von (37,26 + 13,20) pum, wobei die Leiterbahnen mit der Isolierpaste SD 2462 NB beschichtet
wurden. Die Kohleschichten wurden hierbei mit (11,23 + 3,46) um mitgemessen. Mit dem
Siebdruck lasst sich die Membranhthe um das 3-fache im Vergleich zu mit der Hand

dispensierten Membrandicke verringern. Die Membranhthe steht einer Kanalh6he von z.B.
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100 pm (SD 2462 NB) nicht im Weg, wirde einen dinneren Kanal mit einer Schichtdicke von

~ 50 um aber zum Teil verschliel3en.

Weiter Messungen der Schichtdicken am Basissensor (n=4 Sensoren mit jeweils 3
Messpunkten) der siebgedruckten durchsichtigen Isolierpaste 5036 ISE-Membran ergaben
im Mittel eine Hohe von (44,36 * 6,13) um und fir die Kohlepasten eine Durchschnittsdicke
von (14,80 = 4,19) pum.

» Ergebnisse der Schichtdicke der Kanalkombination au s Isolierpaste SD 2462

NB und Tesa Spacer Tape

Die Kanalkombination wurde, wie in Kapitel 2.1.4 Aufbau der Mikrokanéle aus Kombination
der Isolierpaste SD 2462 NB und des Tesa Spacer Tapes beschrieben, angefertigt. Damit
konnte eine durchschnittliche Mikrokanalhdhe von (122,03 + 9,85) um erreicht werden. Die
Ergebnisse dazu sind in Tabelle 12 angefiihrt.

Tabelle 12: Schichtdickenmessung der Kanalkombinatio n wie in Punkt 2.1.4 Aufbau der Mikrokanale aus
Kombination der Isolierpaste SD 2462 NB und des Tesa Spacer Tapes beschrieben aufgebaut. Eine
mittlere  Schichtdicke von (122,03 + 9,85) um ist da bei das Ergebnis. Die Ergebnisse der

Saugeigenschaften der kombinierten Kanalwénde sind i n Punkt 3.5.4 Ergebnisse der
Mikrokanalkombination aus SD 2462 NB und Tesa Spacer  Tape mit der PET-Tragerfolie angefihrt.

Messpunkt Kanalhéhe | Messpunkt Kanalh6he | Messpunkt Kanalhdhe
[pm] [pm] 1 00)
1 114,93 14 126,08 27 129,19
2 117,78 15 131,94 28 143,43
3 113,50 16 122,17 29 115,25
4 124,34 17 115,39 30 129,69
5 132,44 18 127,55 31 130,86
6 136,29 19 119,75 32 120,63
7 128,16 20 134,51 33 130,03
8 138,31 21 135,18 34 124,02
9 105,11 22 117,46 35 126,77
10 118,96 23 116,53 36 119,24
11 101,15 24 128,40 37 107,50
12 108,33 25 121,50 38 114,66
13 112,21 26 110,67 39 109,39
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3.4.3 Ergebnisse der Optimierung der Oberflachenbes  chaffenheit der
Isolierpaste SD 2462 NB

Die Oberflachenrauheit wurde nach der Methode beschrieben in Kapitel 2.5.3 Optimierung
der Oberflachenbeschaffenheit der Isolierpaste SD 2462 NB, bearbeitet. Eine deutliche
Veranderung der Oberflachenbeschaffenheit ist zu erkennen. So ist bei der nicht
abgeschliffenen Oberflache eine mittlere Hohe bei n=12 Messpunkten von (5,50 + 1,09) um
und eine knapp um die Hélfte verringerte mittlere Héhe bei ebenso n=12 Messpunkten von
(2,88 + 0,53) um durch die bearbeitete, abgeschliffene Oberflache die Folge.

3.4.4 Ergebnisse der Prifmethoden zur Schrumpfmessu  ng der Isolierpasten

Die Schrumpfmessung wurde durchgefihrt, um die Kanalh6he durch die Isolierpasten
bestimmen zu koénnen. Hierbei wurde vor und nach dem Aushéarten im Trockenschrank die
auf das Substrat aufgebrachte Isolierpaste auf deren Hohe gemessen. Beschrieben ist diese

Methode detaillierter in Kapitel 2.5.4 Prifmethoden zur Schrumpfmessung der Isolierpasten.

3.4.4.1 Ergebnisse der Schrumpfmessung der Isolierp  aste 5036

Die Schichtdicke der feuchten, noch nicht ausgehérteten Isolierpaste 5036 von DuPont,
betragt im Mittel (231,81 + 34,78) um. Nach 5 minutiger Aushartung bei 120°C ist sie auf
(70,55 + 16,59) um geschrumpft. Dies entspricht einer mittleren prozentuellen Anderung von
(69,29 * 6,22) %. Die Werte dieser Ergebnisse sind in Tabelle 13 mit n=12 Messpunkten
abgebildet.
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Tabelle 13: Ergebnisse der Schrumpfmessung der Isolie rpaste 5036 von DuPont nach einer
Trocknungszeit von 5 Minuten bei 120°C. Eine mittler e Anderung der Schichtdicke von (69,57 + 6,22) % ist
das Resultat.

Schichtdicke
Messpunkt | vor Aushartung nach Aushartung  Anderung
[um] [um] [%]
1 220,96 55,64 74,82
2 252,88 62,05 75,46
3 252,11 61,03 75,79
4 254,75 66,16 74,03
5 269,70 70,92 73,70
6 231,00 74,76 67,64
7 219,01 74,88 65,81
8 283,23 119,52 57,80
9 202,47 58,44 71,14
10 195,47 69,64 64,37
11 159,07 64,31 59,57
12 241,10 69,23 71,29

3.4.4.2 Ergebnisse der Schrumpfmessung der Isolierp  aste SD 2462 NB

Bei der Isolierpaste SD 2462 NB wurden fir die feucht aufgetragene Paste ein Mittelwert von
(102,45 £ 9,92) um gemessen. Nach 45 mindtiger Trocknung bei 130°C andert sich die
mittlere Schichtdicke auf (91,45 + 8,41) um. Die mittlere relative Schichtdickenadnderung
betragt somit (10,64 + 3,42) %. Nachstehende Tabelle 14 zeigt die Ergebnisse fur n=12
Messpunkte.

Tabelle 14: Darstellung der Ergebnisse der Messung d  es Schrumpfes beim Ausharten bei 130°C und 45

Minuten Trocknungszeit der Isolierpaste SD 2462 NB d er Firma Peters. Eine mittlere Anderung der
Schichtdicke von (10,74 + 3,42) % ist das Resultat.

Schichtdicke
Messpunkt | vor Aushartung nach Aushartung  Anderung

[um] [um] [%]
1 94,91 90,79 4,34
2 112,10 94,88 15,36
3 110,28 95,86 13,08
4 81,13 72,87 10,18
5 107,71 95,58 11,26
6 117,23 104,97 10,46
7 102,06 87,43 14,33
8 96,38 84,64 12,18
9 100,32 86,23 14,05
10 97,62 90,51 7,28
11 111,71 102,01 8,68
12 98,00 91,65 6,48
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3.5 Ergebnisse der Prifmethoden zu den Kanalsaugeig  enschaften
Die Kanalsaugwirkung wurde, wie in Kapitel 2.6 Prifmethoden zu den
Kanalsaugeigenschaften erklart, durchgefihrt. Da eine Vielzahl von Substraten,

Kanalwanden und Deckelungsmoglichkeiten zur Auswahl standen, wurden zundchst die
Substrate mit Blut auf deren Saugwirkung Uberprift. Hier wurde die Zeit gemessen, die das

Blut fur eine vorgegebene Mikrokanallange bendtigte hat.

3.5.1 Ergebnisse mit Vollblut auf unterschiedlichen Substraten

In der nachstehenden Tabelle 15, sind die Ergebnisse der Saugzeiten Gber die Mikrokanale
zu sehen. Dabei wurde der Mikrokanal bis auf das Substrat, welches hier untersucht wurde,
jeweils gleich aufgebaut. Die Kanalwande wurden mit dem Tesa Spacer Tape aufgebaut, die
Deckelung erfolgte mit der Tesa Hydrophilic Folie. Unterschieden wird hier nur Boden des
Mikrokanals. So wurde die PET-Tragerfolie, die Isolierpaste SD 2462 NB ungeschliffen und

die Isolierpaste SD 2462 NB abgeschliffen, als Substratvariante untersucht.

Tabelle 15: Ergebnisse der Kanalsaugeigenschaften mi
(10 pl) — Bei den Kanélen wurde lediglich das Substr
Aufbau war jeweils derselbe. Als Kanalwande wurde d
Folie von Tesa verwendet. Die Kanalgeometrie war: L
zeigt eine mittlere Saugzeit Uber die Lange von 50mm
(83,60 + 20,43) s und die abgeschliffene Isolierpas
Veranderung der Oberflacheneigenschaften der Isolier
Sauggeschwindigkeit erkennbar (~+50s).

t n=5 Kanalen, pro Priifreihe und Blut als Priiffluid
at verandert, die Kanalgeometrie und der weitere
as Spacer Tape und als Deckelung die Hydrophilic
=50 mm, B =1 mm, H =50 um. Die PET-Tragerfolie

von (52,20 £ 3,63) s, die Isolierpaste SD 2462 NB
te SD 2462 NB (32,80 * 1,92) s. Hier ist durch
paste SD 2462 NB eine deutliche Verbesserung der

PET-Tragerfolie ~ SD 2462 NB asb%egzg'z'ffsge
Kanal Zeit Zeit Zeit
[s] [s] [s]
1 51 72 30
2 53 75 33
3 57 77 32
4 53 74 34
5 47 120 35
Mittelwert 52,20 83,60 32,80
Standardabweichung 3,63 20,43 1,92

3.5.2 Ergebnisse der Mikrokanale mit unterschiedlic

Tragerfolie als Substrat

her Deckelung und PET-

Bei der Untersuchung auf der PET-Tragerfolie als Substrat wurden die Deckelungen variiert,
um daraus entstehende Unterschiede Uberprifen zu konnen. Als Kanalwand wurde das

Tesa Spacer Tape herangezogen. Der Mikrokanal wurde bereits mit der
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Plasmaseparationsmembran Pall Vivid GR getestet und zeigte, dass extrahiertes Plasma in

den Mikrokanal binnen kiirzester Zeit gezogen wurde.

Die Ergebnisse mit der Deckelung mit dem Office Discount Klebeband sind in nachstehender

Tabelle 16 zu finden:

Tabelle 16 zeigt die Kanalsaugzeiten der Mikrokandl e, welche mit dem Klebeband Office discount
gedeckelt und die PET-Tréagerfolie als Substrat hatten. Die Kanalgeometrie war hier folgende: L = 50 mm,

B =1 mm, H =50 um. Fir die Filterung des Plasmas w urde die Membran GR von Pall Vivid mit einem
Durchmesser von 5 mm verwendet. Fir die Messung des ersten Kanals wurde keine Zeitmessung
genommen, jedoch hat der Kanals in kiirzester Zeit (  <30s) Plasma extrahiert. Die Zeit bis Plasma gezogen
wird betragt hier im Mittel (37,75 + 32,77) s, wobe i der Mittelwert und die Standardabweichung beeinflu sst
durch das sehr spate Ansaugen des zweiten Kanals mi  t 86 s deutlich erhoht sind. Die 5 getesteten Kanal e
haben Uber eine mittlere L&dnge von (13,00 + 2,74) m m in der Zeit von (28,80 + 5,22) s Plasma gezogen.
Addiert man die Zeit bis Plasma in den Kanal gezogen wird mit der Zeit wie lange dieses Uber den Kanal
braucht, ist man deutlich unter der geforderten Extr aktionszeit von <2 Minuten.

Zeit, bis Plas_,ma Plasma_l— bi(re]gt];;:e
Kanal gezogen wird  saugweite Saugweite
[s] [mm] [s]
1 - 15 20
2 86 15 34
3 20 15 30
4 15 10 30
5 30 10 30
Mittelwert 37,75 13,00 28,80
Standardabweichung 32,77 2,74 5,22

Die Ergebnisse mit der Deckelung des Mikrokanals mit der Tesa Hydrophilic Folie sind in

Tabelle 17 zu sehen:

Tabelle 17: Ergebnisse der Kanalsaugzeiten Uber die Lange des Kanals mit der PET-Tragerfolie als
Substrat. Kanalgeometrie: L =20 mm, B=1mm, H=5 0 pym. Die Deckelung des Kanals wurde hierbei mit
der Tesa Hydrophilic Folie durchgefiihrt. Die Zeit, bis Plasma aus dem Filter (Pall Vivid GR mit einem
Durchmesser von 5 mm, welcher mit hydrophobem Klebe band mit einem Loch von 4 mm mdglichst
Luftdicht) extrahiert wurde, war hier im Schnitt (21 ,25 *+8,54) s und nach 60s wurde so eine mittlere L ange
von (13,75 £ 2,50) mm des Kanals gefilllt.

Zeit, bis Plas_ma Plasma_l- béﬁgt];;'[e
Kanal gezogen wird  saugweite Saugweite
[S] [mm] [s]
1 10 15 ~60
2 20 10 ~60
3 30 15 ~60
4 25 15 ~60
Mittelwert 21,25 13,75 60,00
Standardabweichung 8,54 2,50 0,00

78



3.5.3 Ergebnisse der Mikrokanéale mit der Isolierpas  te SD 2462 NB als Substrat

Die Isolierpaste SD 2462 NB ist Bestandteil des Sensors und wurde demnach als
Kanalboden, wie in Kapitel 2.6.1 Kanalsaugwirkung mit verschieden kombinierten Materialien
erklart, herangezogen und getestet. Die Ergebnisse dazu sind in Tabelle 18 dargestellt.
Tabelle 18: Kanalsaugeigenschaften bei einem Kanal mit der Geometrie L =20 mm, B =1 mm, H = 50 um.
80 % der Kanale haben Plasma nach einer Zeit von (19 ,38 + 18,05) s gezogen. Kanal 6 &7 haben kein

Plasma aus dem Filter extrahiert. Uber eine Lange vo  n 10 mm haben die Kanéle im Schnitt (39,50 + 18,05)
s zum Fllen des Kanals benétigt.

Zeit, bis Plasma Plasma- Zeit fir max.
Kanal gezogen wird saugweite Kanallange
[s] [mm] [s]
1 17 10 22
2 11 10 20
3 60 10 120
4 13 10 25
5 30 10 90
6 X 10 X
7 X 10
8 7 10 15
9 6 10 14
10 11 10 10
Mittelwert 19,38 10,00 39,50
Standardabweichung 18,05 0,00 41,49

3.5.4 Ergebnisse der Mikrokanalkombination aus SD 2 462 NB und Tesa
Spacer Tape mit der PET-Tragerfolie als Substrat

Die Kanalkombination wurde, wie in Kapitel 2.1.4 Aufbau der Mikrokanale aus Kombination
der Isolierpaste SD 2462 NB und des Tesa Spacer Tapes beschrieben, gefertigt. Mit einer 50
%igen Saugwirkung lieferte die Kanalkombination keine zufriedenstellenden Ergebnisse und
wurde somit nicht weiter untersucht. In Tabelle 19 sind die Ergebnisse der Kanalkombination

zu finden.
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Tabelle 19 zeigt die Saugeigenschaften der Kanalwand  kombination aus SD 2462 NB und des Tesa Spacer
Tapes. 50% der Kanale haben nach einem zeitlichen M ittlerwert von (27,00 + 27,16) s Plasma extrahiert,
und Uber eine Lange von (9,30 + 3,06) mm in der Zei t von (42,00 + 23,60) s weit dieses gezogen. Die
Kanalgeometrie war dabei 20 mm x 1 mm x (122,03 £ 9 ,85) um im Schnitt. Nur 50% der Kanéle haben bei
dieser Kanalgeometrie Plasma extrahiert.

Zeit, bis Plasma Plasma- Zeit flir max.
Kanal gezogen wird saugweite Kanallange
[s] [mm] [s]
1 X X X
2 10 14 60
3 9 10 30
4 12 7 30
5 10 8 30
6 X X
7 X X
8 X X
9 X X X
10 14 7 30
11 18 5 30
12 48 11 90
13 X X X
14 32 14 60
15 21 10 30
16 96 7 30
17 X X X
18 X X X
19 X X X
20 X X X
Mittelwert 27,00 9,30 42,00
Standardabweichung 27,16 3,06 23,60

3.5.5 Ergebnisse der Mikrokanale mit optimierter Ob  erflachenbeschaffenheit
der Isolierpaste SD 2462 NB

Wie in Kapitel 2.5.3 Optimierung der Oberflachenbeschaffenheit der Isolierpaste SD 2462
NB erklart, wurden Mikrokanale mit der modifizierten Oberflache aufgebaut und getestet. Die
Mikrokanale haben dabei eine Saugwirkung des aus der Plasmaseparationsmembran

extrahierten Plasmas von innerhalb (15,25 + 3,40)s gezeigt (siehe Tabelle 20).
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Tabelle 20: Kanalgeometrie: 10 mm x 1 mm x 50 yum —  Die vier Testkanale haben alle innerhalb von 20
Sekunden Plasma aus dem Mikrofilter extrahiert und de  n 10 mm langen Kanal voll gezogen. Alle Kanale
haben in (15,25 + 3,40) s Plasma gezogen.

Zeit, bis Plasma
Kanal gezogen wird

[s]
15
20
14
12
Mittelwert 15,25
Standardabweichung 3,40

A W DN P

Weitere 4 Kanale wurden auf deren Kanalsaugwirkung Uberprift, wobei die Zeit, bei der die 10
mm langen Mikrokanale komplett mit Plasma aufgefillt worden waren, gemessen wurde. Die
Zeit bis Plasma gezogen wird betrug hier (14,25 + 4,03) s und im Mittel wurde der 10 mm lange
Kanal nach (49,00 + 28,35) s gefillt, sieche Tabelle 21.

Tabelle 21: Kanalgeometrie: 10 mm x 1 mm x 50 pm. A lle Kanéle (n=4) haben innerhalb von (14,25 + 4,03)
s Plasma extrahiert und in von (49,00 + 28,35) sden 10 mm langen Mikrokanal mit Plasma vollgefllt.

Zeit, bis Plasma Plasma- Zeit fir max.
Kanal gezogen wird saugweite Kanallange
[s] [mm] [s]
1 11 10 90
2 20 10 30
3 12 10 30
4 14 10 46
Mittelwert 14,25 10,00 49,00
Standardabweichung 4,03 0,00 28,35

e Ergebnisse des Basis Sensor Design mit abgeschliffe ner Isolierpaste SD 2462
NB
Da die Saugwirkung durch die Veranderung der Oberflachenrauheit verbessert werden
konnte, wurden diese auf dem Basissensordesign angewandt und auf deren Kompatibilitat in
Bezug auf den Sensor (ISE-Membrane) getestet. Hier zeigten sich noch bessere Ergebnisse
als zuvor. Innerhalb von (10,80 + 4,57) s hatten die Kanale Plasma gezogen und nach (25,70

+ 13,65) s waren diese komplett mit Plasma gefillt (10 mm langer Kanal), siehe Tabelle 22.
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Tabelle 22: Saugeigenschaften des Basis Sensor Desig ns mit abgeschliffener Isolierpaste.
Kanalgeometrie: 10 mm x 1 mm x 50 um auf dem Basis Sensor Design. Gepriifte Basisteststreifen mit
n=8, 100% der Kanile haben im Mittel nach (10,80 + 4,57) s Plasma gezogen. Uber eine Lénge von 10 mm
wurden die Kanéle in (25,70 + 13,65) s mit Plasma ge  fullt.

Zeit, bis Plasma Kanal-  Zeit flir max.
Kanal gezogen wird lange Kanallange
[s] [mm] [s]
1 5 10 40
2 18 10 23
3 7 10 14
4 10 10 17
5 6 10 13
6 12 10 55
7 17 10 33
8 9 10 16
Mittelwert 10,80 10,00 25,70
Standardabweichung 4,57 0,00 13,65
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3.6 Ergebnisse der Saugwirkung des finalen Aufbaus des

Einmalteststreifens

Der finale Einmalteststreifen wurde wie in Kapitel 2.7 Finales Design des Einmalteststreifen
in Autodesk AutoCAD (2D) und Inventor (3D) beschrieben, designt. Weiters wurde der finale
Einmalteststreifen wie in Kapitel 2.7.1 Finaler Aufbau des Einmaltestreifens aufgebaut und
schlieBBlich auf dessen Plasmaseparationsvermogen bzw. Saugwirkung Uberpruft. Die
Ergebnisse von 20 Einmalteststreifen sind in dazu in Tabelle 23 dargestellt.

Tabelle 23: Einmalteststreifen mit Mikrokanalgeometr  ie von 10 mm x 1 mm x 50 pm auf dem finalen
Sensor Design mit n=20. Bei einem 10 pl groRem kapil larem Blutstropfen aus der Fingerbeere haben

100% der Einmalteststreifen Plasma extrahiert und fiir die Zeit ab dem Dispensieren bis zum kompletten
Vollfillen des Mikrokanals, also die volle Kanallang e von 10 mm in (15,82 + 2,69) s bendétigt.

Saugzeit Saugzeit
Einmalteststreifen Einmalteststreifen
[s] [s]
1 18,17 11 16,08
2 19,34 12 17,05
3 14,75 13 17,74
4 15,13 14 12,08
5 18,16 15 11,24
6 18,51 16 13,18
7 12,95 17 14,22
8 15,3 18 18,37
9 13,19 19 12,97
10 20,55 20 17,47
Mittelwert 15,82
Standardabweichung 2,69

Alle Einmalteststreifen (n=20) haben Plasma separiert. Die Zeit ab dem Dispensieren des 10
pl groRen kapillaren Blutstropfen bis zum kompletten Auffillen des Kanals wurde mit (15,82
+2,69) s im Mittel gemessen. In Abbildung 31 ist einer der 20 Einmalteststreifen zu sehen.

Abbildung 31 zeigt einen der 20 Einmalteststreifen m it dem Retentat (hauptséchlich Blutzellen) auf der
Plasmaseparationsmembran und den mit Plasma gefillten Mikrokanal.
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4 Diskussion

4.1 Kontaktwinkelmessung und Benetzbarkeit von Mate rialien

Die Kontaktwinkelmessungen haben gezeigt, dass einige der untersuchten Materialien nicht
fur die Anwendung eines mikrofluidischen Kanals mit dem Fluid Blut (Plasma) geeignet sind.
Ist der Kontaktwinkel im Bereich von 90° und darlber, also hydrophob, so ist schlechtes
Benetzen der Oberflachen gegeben. Damit ist die Kapillarwirkung (Saugwirkung) des
mikrofluidischen Kanals aufgrund von zu geringen Adhasionskréaften zwischen Festkorper

und Flussigkeit zu schwach und ein Einsaugen des Blutes in den Mikrokanal nicht méglich.

Der Kontaktwinkel von Wassers zur PET-Tragerfolie (70°) passt gut mit den in der Literatur
gefunden Werten zusammen. Hierbei wurde bei PET ein Winkel von 71° angegeben [52][53].

Fur Blut wurde kein Kontaktwinkel in der Literatur gefunden.

Der Kontaktwinkel der Isolierpaste SD 2462 NB weist mit n=5 Messwerten von (70,0 + 2,2)°

zu Wasser und (63,8 + 3,5)° zu Blut eine gute Benetzbarkeit auf.

Sowohl die PET-Tragerfolie als auch die Isolierpaste SD 2462 NB sind gut als Substrat fur

den Mikrokanal geeignet.

Die Isolierpaste 5036 weist mit einem Kontaktwinkel von 63° zu Wasser eine gute
Benetzbarkeit auf, hat jedoch in Bezug auf Blut einen eher schlechten Kontaktwinkel von
81°.

Bis auf 3 der gemessenen Klebebander, haben alle anderen einen zu hohen Kontaktwinkel,
sind somit hydrophob und weisen eine schlechte Benetzbarkeit auf. Das Klebeband office
discount hat mit einem Kontaktwinkel von 67° zu Blut und 64° zu Wasser gute
Kontakteigenschaften, und wurde deshalb auch fir die Deckelung von Mikrokanélen
verwendet. Das Tesa 51134 PE Surface Protection ist mit einem Winkel von 85° gerade
noch im hydrophilen Bereich, weist jedoch mit einem Winkel von 72° zu Blut eine deutlich
bessere Benetzbarkeit mit diesem Fluid auf. Das Tesa 04104 PVC-Trager hat mit 74° zu

Wasser und 67° zu Blut eine gute Benetzbarkeit.

Jedoch keines der Klebebander kann mit der Benetzbarkeit der Hydrophilic Folie von Tesa
mithalten. Bei dieser wurde ein Kontaktwinkel von (22,3 + 1,7)° bei 5 Messungen zu Blut und
(21,0 £ 2,5)°, fur dieselbe Menge an Messungen zu Wasser, festgestellt (Der Hersteller

verspricht einen Kontaktwinkel < 30°). Der Vorteil der Folie ist jedoch nicht nur die gute
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Benetzbarkeit und die daraus resultierende gute Kapillarwirkung, sondern auch die
Tatsache, dass die Folie keinen Klebefilm aufweist (sie wird durch das doppelseitige
Klebeband Tesa Spacer Tape fixiert) und somit bei der Deckelung des Mikrokanals diesen

durch ein mogliches Einwolben der Folie in den Kanal, diesen nicht verschliel3en kann.

Die Messergebnisse der Kontaktwinkel des Scotch Magic 3M von 114° zu Blut und 109° zu
Wasser erlauben die Verwendung dieses Klebebandes zur Fixierung der
Plasmaseparationsmembran auf den Einmalteststreifen. Aufgrund der hydrophoben
Eigenschaften des Klebebandes ist ein Verteilen des Blutes seitlich entlang Klebestelle
zwischen Mikrofilter und Klebeband durch die Kapillarwirkung unmoglich. Fixierungen mit
hydrophilen Klebebandern (z.B. office discount Klebefilm) haben gezeigt, dass das Blut in
jede noch so kleine Ritze zwischen Klebeband, Mikrofilter und Einmalteststreifen eingezogen
wurde und ein Unterlaufen bzw. Einziehen von Blut in den Mikrokanal somit mdglich

gemacht haben.
4.2 Hamokompatibilitdt der Materialien fur den Kana  laufbau

Bei der Untersuchung der Hamokompatibilitat der verwendeten Materialien hat, bis auf die
Isolierpaste SD 2462 NB (45 min bei 120°C) (von 0,05 g/dl auf 0,06 g/dl), keines der
Materialien nach 20 sekindiger Verweildauer des Blutes auf dem Prifmaterial eine
Erhdéhung des Hamolysegrades in Bezug auf den Referenzwert zur Folge gehabt. Nach 2
minutiger Verweildauer ist der Hamolysegrad der Isolierpaste SD 2462 NB allerdings wieder
auf 0,05 g/dl gesunken. Auch bei der PET-Tragerfolie ist eine Verringerung des
Hamolysegrades nach 2 Minuten der Fall. Die Isolierpaste 5036 steigt in der zweiten
Nachkommastelle um einen Wert, von 0,11 g/dl auf 0,12 g/dl. Ebenso steigt der
Hamolysegrad der Isolierpaste SD 2462 NB (30 min bei 90°C) von 0,05 g/dl auf 0,06 g/dI
nach 2 Minuten Kontaktdauer. Eine Veranderung des Serum-Hamoglobins von 1,5 g/dl
wilrde bereits eine Hyperkaliamie hervorrufen [38], eine Veranderung von 0,01 g/dl verandert
den Plasmakaliumwert lediglich um ~0,03 mmol/L, siehe Berechnung im Anhang (Kapitel 6.1
Berechnung zur Hamolyse induzierten Kaliumerhéhung durch die Hamoglobinkonzentration

im Plasma).

Nach Ricksprache mit dem Hersteller des Hamoglobin Messgeréates, kann bedingt durch die
Rundung des gemessen Wertes, welcher zwar bis zur dritten Nachkommastelle ausgewertet
wird, aber nicht am Display angezeigt wird, eine Veranderung in der zweiten
Nachkommastelle entstehen. Somit konnen alle untersuchten Materialien fur die

Kontaktdauer von unter 2 Minuten als hAmokompatibel eingestuft werden.
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Die Ergebnisse der Uberpriifungen der Kanalkombinationen auf Hamolyse haben gezeigt,
dass bei Verwendung einer metallenen Kaniile und durch manuelles Ziehen des Blutes tber
den getesteten Mikrokanal, einige der Erythrozyten im Blut zerstort werden. Der
Hamolysegrad hat sich hier von einem Referenzwert von 0,10 g/dl auf beinahe den doppelte
Wert (0,18 g/dl) erhdht. Aufgrund dieser Erhdhung wurde der zweite Mikrokanal untersucht,
sondern unter Zuhilfenahme einer Peristaltikpumpe und anstatt einer Kanile, durch
Verwendung eines hamokompatiblen Schlauches durch Einbinden (Kleben) in den
Mikrokanal, die Methode angepasst. Hier wurde eine Veranderung von 0,01 g/dl fur den
1.Mikrokanal und 0,02 g/dl fir den 2.Mikrokanal gemessen. Diese Werte sind deutlich
niedriger als der zuvor gemessene Wert, wirden allerdings den zu messenden Kaliumwert
dennoch verfalschen. Da fur die Einzelkomponenten keine Beeinflussung auf den
Hamolysegrad gemessen wurde, kann davon ausgegangen werden, dass die Veranderung
des Hamolysegrades durch das aktive Pumpen durch den Kanal entstanden ist. Hierbei
erfahren die Erythrozyten aufgrund von hoherer Stromungsgeschwindigkeiten im Kanal
hohere Scherkréafte, wodurch sie zerstért werden. Da der Mikrokanal passiv, also rein mit
Kapillarkraften das Plasma vom Filter in Kanal zieht, kann davon ausgegangen werden, dass
die Stromungsgeschwindigkeiten deutlich niedriger sind, als jene, welche durch aktives
Pumpen erzeugt wurden. Aul3erdem ist in der finalen Losung des Einmalteststreifens eine
100% Separation der Erythrozyten durch die Plasmaseparationsmembran gegeben, somit
gelangen keine Erythrozyten in den Mikrokanal, und das Problem einer méglichen Hamolyse
durch den Mikrokanal ist zu vernachlassigen. Weiters entspricht der Kanalaufbau nicht der
finalen Konfiguration, d.h. die Kanalwénde und die Deckelung sind durch andere Materialien

ersetzt worden (siehe Kapitel 2.7.1 Finaler Aufbau des Einmaltestreifens).
4.3 Mikrofilter in der Anwendung als Plasmaseparati  onsmembranen

Nach einer Internetrecherche wurden von diversen Herstellern Mikrofilter als Muster
angefordert. Einige davon kommen in der Dialyse zum Einsatz (z.B. Sartorius Sartoclean
56004E) oder werden vom Hersteller bereits als Plasmaseparationsmembran bezeichnet
(Cobetter Filtration, Pall). Da eine Plasmareinheit von 100% angestrebt wurde und eine
forcierte Hamolyse durch den Mikrofilter ausgeschlossen werde musste, wurden die
Mikrofilter nach definierten Auswahlkriterien getestet. Die Kontaktwinkelmessung
(Auswahlkriterium: Kontaktwinkel < 30°) hat dabei gezeigt, dass mehrere Mikrofilter sehr
hydrophobe Oberflacheneigenschaften aufwiesen, somit ein passives Filtern des Plasmas
unmdoglich war. Von jenen Mikrofiltern, bei denen eine Separation von Plasma durchfiihrbar
war (3 Hersteller), zeigte lediglich die Plasmaseparationsmembran Pall Vivid GR ein nicht

rétlich gefarbtes Plasma. Der Hersteller gibt dabei eine definierte Blutmenge fiir eine gewisse
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Filterflache vor, bei der keine Hamolyse durch den Mikrofilter induziert wird. Die Ergebnisse
der Messungen des Hamolysegrades haben gezeigt, dass fir diese definierten Mengen

keine durch Mikrofilter induzierte Hamolyse, gemessen wurde.

Die Plasmaseparationsmembran erfillt somit, in der richtigen Anwendung von
Probevolumen/Flachenverhaltnis, die Anforderung von 100% reinem Plasma. Lediglich die
Plasmarecoveryrate ist mit ~55% weit unter dem vom Hersteller versprochenem Wert von
>80%. Da das Mikrokanalvolumen mit den Mafl3en von 10 mm x 1mm x 50 pl jedoch maximal
0,5 pl Plasma fasst, spielt der verminderte Recoverywert (bei einem 10 pl Blutstropfen
wirden bei einer 5 mm Plasmaseparationsmembran-Disc bei ~55% Plasmarecovery

trotzdem noch ~3 pl Plasma extrahierbar sein) in dieser Konfiguration keine Rolle.
4.4 Kanalwande aus Isolierpaste

Die priméare Idee des Aufbaues der Kanalwande des Mikrokanals, war die Verwendung der
Isolierpasten als Kanalwande. Hier wurden Kanalhéhen von 50 - 100 pm angestrebt. Da die
Pasten sehr zahflissige FlieReigenschaften aufweisen, ist ein Kanalaufbau damit durchaus
mdglich. Eine Reihe von Methoden, die nachfolgend beschrieben sind, wurde dazu

entwickelt, um den Aufbau mit den Isolierpasten voranzutreiben.
e Aushértezeiten der Isolierpasten

Zunachst waren die aufgrund vom lIsolierpasten-Hersteller vorgegebenen Aushértezeiten
bzw. Temperaturen zu Gberprifen und ob diese Parameter herabgesetzt werden kdnnen, um

die bereits siebgedruckte ISE-Membran thermisch nicht zu stark zu belasten.

Die Isolierpaste 5036 wurde nach Herstellerangabe bei 120°C 5 Minuten lang getrocknet, um
eine Referenz fir die Gewichtsveranderung zu erhalten. Zwischen den Messpunkten bei 4
und 8 Minuten ist keine Gewichtsverdnderung mehr ersichtlich. So wurde flr die Isolierpaste
5036 eine Aushartezeit von 10 Minuten bei 90°C durch Uberprifung der
Gewichtsveranderung der auf die PET-Tragerfolien aufgebrachten Paste eruiert. Die
Ergebnisse zeigen sowohl fur die 125 pum als auch die 250 um dicke Schicht nach 10
minutiger Trocknung keine Verdnderungen mehr. Bereits ab 5 Minuten ist eine prozentuelle
Gewichts&nderung nur mehr in den nicht signifikanten Nachkommastellen ersichtlich. Diese
Isolierpaste weist ein sehr leicht verdampfbares Ldsungsmittel auf, weshalb es fir den

Aufbau und Siebdruck der ISE-Membran genutzt wird.

Die Isolierpate SD 2462 NB hat nach Herstellerangaben eine Aushartezeit von 45 Minuten

bei 120°C. Nachdem die Aushartezeit sehr lang ist, wurde hier keine Referenz fir die 90°C
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Trocknungstemperatur bendtigt. Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Gewichtsanderung der
Isolierpaste bereits nach 10 Minuten nur mehr in der zweiten Nachkommastelle verandert.
Nach 30 Minuten ist sie praktisch ausgehértet. Fir die ISE-Membranen ist eine Belastung
bei 90°C und 30 Minuten nicht kritisch. Somit ist ein Kanalaufbau mit beiden Isolierpasten

maglich.
e Schichtdicken der Isolierpasten

Die Auswertungen der ausgeharteten Schichtdicken der Isolierpasten haben bei der
Isolierpaste SD 2462 NB in Bezug auf die aufgetragene Schichtdicke, kaum Veranderungen
gezeigt. So wurde bei einer 125 pm Schicht nach Aushéartung eine durchschnittliche
Schichtdicke von (107,08 + 18,56) um gemessen. Trotz Aufbringung einer 125 pum Schicht,
ergab sich bei der 5036 Isolierpaste im Mittel nur eine Schichtdicke nach der Aushé&rtung von
(48,66 + 13,52) um. Dies wiirde bedeuten, dass die Isolierpaste auf mehr als die Halfte durch
Trocknung geschrumpft sei. Aus diesem Grund wurden Schrumpfmessungen durchgefihrt,
bei denen im Speziellen auf die Messung und Veranderung vor und nach dem Aushérten im

Trockenschrank Augenmerk gelegt wurde.

Die Isolierpaste 5036 kommt bei der Herstellung der Membranen fir die Referenz- und
Arbeitselektrode zum Einsatz, weshalb sowohl handisch als auch siebgedruckte Membranen
auf deren maximale Schichtdicke untersucht wurden. Die handisch dispensierten
Referenzelektroden wiesen dabei Dicken von (123,72 + 58,83) um im Mittel auf. Diese
Dicken (bersteigen die angestrebten Mikrokanalhéhen deutlich, wodurch die ISE-
Membranen ein VerschlieRen des Mikrokanals verursachen wirden. Bei den siebgedruckten
ISE-Membranen ergab sich eine mittlere Membranhdhe von (37,26 + 13,20) um fur n=4
Sensoren und fir weitere vier eine mittlere Dicke von (44,36 % 6,13) um. Hier wiirde die
Membran einen einmal-bedruckten Mikrokanal nicht ganz verschlieRen, jedoch eine
deutliche Verengung im Kanal hervorrufen. Bei Kanalhthen jenseits der 50 um wirde das

keine Probleme machen.

Im Zuge der Uberprifung der ISE-Membran-Schichtdicken wurde die mit Kohlepaste
siebgedruckte Schicht auf deren Hohe mituntersucht. Hier wurden Schichtdicken von (15,63
+ 7,37) um, (11,23 + 3,46) pm und (14,80 + 4,19) pm fur jeweils 12 Messpunkte gewonnen.

Die Kohlepaste alleine beeinflusst durch ihre Héhe die Mikrokanalh6he somit nur marginal.
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e Schrumpf der Isolierpasten

Eine mittlere Verdnderung der Schichtdicke um (69,29 + 6,22) % bei 12 gemessenen
Prifmustern war das Resultat. Damit kann diese Isolierpaste zum Aufbau als Kanalwand
ausgeschlossen werden. Bei einer Bedruckung von 50 pm wirde hier eine Kanalhthe von
~15 pm resultieren. Damit wirde der Kanal deutlich niedriger sein als die gedruckten ISE-

Membranen.

Bei der Aufbringung der Isolierpaste mittels eines geeigneten Siebgewebes kann man
gemal Angabe der Firma Siebtronic (Siebhersteller) mit einer Bedruckung von einer ~50 um
dicken Schicht der Isolierpaste ausgehen. Fiur Kanalh6hen mit grofRerer Schichtdicke ist
somit eine Doppelbedruckung noétig. Dies setzt ein exaktes Positionieren des zweiten
Druckes auf den Ersten voraus, ist mit der vorhandenen Siebdruckmaschine jedoch
praktisch sehr schwer durchfiihrbar. Aul3erdem wirde die zweite Schicht in den Mikrokanal
der zuvor aufgetragenen Schicht hineinrinnen. Des Weiteren wirde hier eine doppelte
thermische Belastung (durch den Aushéartungsvorgang der Isolierpaste) der ISE-Membranen
erfolgen, falls diese vor der Isolierschicht gedruckt wird. Im Falle einer nachfolgenden
Bedruckung der ISE-Membranen wirde das Drucksieb aufgrund der Kanalhdhe keinen

Kontakt zum Kanalboden schaffen und ein Bedrucken somit unmdglich machen.

Aufgrund dieser Vielzahl an Faktoren, aber vor allem weil die Deckelung der Mikrokanale mit
Klebeb&ndern erfolgte (Kanale teilweise vom Klebeband zugeklebt, somit keine Saugwirkung
erzielt), wurde der alleinige Aufbau der Mikrokanalwénde durch Isolierpasten nicht weiter
verfolgt. Die Deckelung der lIsolierpaste ist nur dann moglich, wenn ein speziell dafir
hergestelltes Klebeband, welches Uber die Kanalbreite keine Klebeigenschaften aufweist,
produziert wird. Laut der Firma Tesa werden erst ab einer Mindestabnahmemenge von

mehreren 100.000 Stiick sonderangefertigte Klebebénder hergestellt.

4.5 Mikrokanéle aus Kombination der Isolierpaste SD 2462 NB und des

Tesa Spacer Tapes

Aus diesem Grund wurde die Kanalkombination aus der Isolierpaste SD 2462 NB, dem Tesa
Spacer Tape und der Hydrophilic Folie auf deren Saugeigenschaften Uberprift. Einerseits
kann hier durch die Erhéhung mit dem Spacer Tapes eine Kanalhéhe von (122,03 + 9,85)
um erreicht werden, andererseits ist ein Zukleben der Mikrokanale nicht mehr mdglich, da
das Spacer Tape als doppelseitiges Klebeband die Fixierung auf der Isolierpaste und das
Anhaften der Hydrophilic Folie ibernimmt. Die Saugeigenschaften der Mikrokanéle aus den

Materialkombinationen weisen jedoch unzureichende Ergebnisse auf. Lediglich 50% der
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Kanédle haben aus der Plasmaseparationsmembran extrahiertes Plasma Uber den
Mikrokanal gezogen. Der auf der Unterseite der Plasmaseparationsmembranen entstehende
Plasmatropfen benetzt den Mikrokanal, aufgrund des zu groRen Abstandes zwischen
Mikrofilter und Kanalboden, in nur 50% der Falle und kann somit nicht in den Mikrokanal

gezogen werden.

Die Isolierpaste SD 2462 NB muss jedoch auf dem Kaliumsensor zur elektrischen Isolierung
aufgebracht werden. Darum wurde sie als Option fir den Boden (Substrat) des Mikrokanals

untersucht.

4.6 Mikrokanale mit dem doppelseitigem Klebeband Sp  acer Tape und

der Hydrophilic Folie als Deckelung

e« Bestimmung des Substrates des Mikrokanals durch Opt imierung der
Oberflachenbeschaffenheit der Isolierpaste SD 2462 NB

Eine Optimierung der Oberflachenbeschaffenheit der Isolierpaste SD 2462 NB wurde durch
das Abschleifen der ausgeharteten Paste mit einem Papiertuch erreicht. Mit der
Schichtdickenmessung wurde dabei eine Verdnderung der durchschnittlichen
Oberflachenrauheit von (5,50 + 1,09) um auf (2,88 + 0,53) um, also beinahe die Halfte,
gemessen. Die Optimierung zeigte bei der Auswahl des Substrates fur den Mikrokanal, dass
die PET-Tragerfolie (mittlere Saugzeit Gber die Kandale von (52,20 £ 3,63) s) im Vergleich zur
unbearbeiteten Isolierpaste SD 2462 NB ((83,60 + 20,43) s) zwar deutlich schneller den
Kanal mit Blut flllte, allerdings waren die Ergebnisse der bearbeiteten Isolierpaste SD 2462
NB mit (32,80 + 1,92) s wesentlich besser. AulRerdem zeigte die Optimierung am Basis
Design des Einmalteststreifens eine Reduktion der Zeit, bis Plasma in den Mikrokanal
gezogen wurde, von durchschnittlich (14,25 * 4,03) s auf (10,80 + 4,57) s. Die FlieRzeit des
Plasmas Uber den Mikrokanal (Lange von 10 mm) konnte dabei von durchschnittlich (49,00 +
28,35) s auf (25,70 * 13,65) s reduziert werden. Die Optimierung der
Oberflachenbeschaffenheit zeigt eindeutig, dass sowohl die Ansaugzeit, als auch die
FlieRgeschwindigkeit im Mikrokanal markant verbessert werden konnten. Bei der
Stromungsgeschwindigkeit wurde sogar beinahe eine Halbierung der Fillzeit des
Mikrokanals mit Plasma erreicht, was eine Verdopplung fir die FlieRgeschwindigkeit
bedeutet. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde die Isolierpaste SD 2462 NB als Boden des

Mikrokanals ausgewahlt.

Mit dem doppelseitigen Klebebandes Spacer Tape, ist eine konstante Dicke des Mikrokanals

von 50 um gegeben. Es kdnnen somit durch doppeltes Bekleben auch Kanalhéhen von 100
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pm aufgebaut werden. AuRerdem kann das Klebeband mit unterschiedlichen Dicken bestellt
werden (als Muster war nur das 50 um dicke Spacer Tape zu bekommen). Nachdem die
Ergebnisse der Mikrokanalkombinationen gezeigt haben, dass bei Mikrokanalh6hen um die
100 pm, ein Einsaugen des Plasmas in den Filter nur in der Halfte der Félle funktionierte,

wurde das finale Design des Einmalteststreifens auf 50 pm reduziert.
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4.7 Finales Design und Aufbau des Einmaltestreifens

Im  finalen Design  wurde, durch  ein grundsétzliches  Aufliegen der
Plasmaseparationsmembran auf dem Kanalboden, d.h. der Mikrofilter hat Kontakt zum
Mikrokanalboden, ein 100%iges Einsaugen in den Mikrokanal (siehe Abbildung 32), erzielt.
Die Plasmaseparationsmembran hat dabei durch ihre Flexibilitdt einerseits Kontakt zum
Substrat, kann andererseits aber auch Uber den Mikrokanal (Hohe durch Spacer Tape und
Hydrophilic Folie ~150 um) gelegt werden. Dadurch wird das Plasma in jedem Fall in den
Mikrokanal beférdert und Blut kann beim Dispensieren auf die Plasmaseparationsmembran
nicht in den Mikrokanal gelangen. Aul3erdem ergeben sich daraus sehr kurze Saugzeiten.
Das Plasma konnte, ab Dispensieren eines 10 pl groRen Blutstropfens auf die
Plasmaseparationsmembran, Uber die Mikrokanallange von 10 mm in der Zeit von (15,82 +
2,69) s gezogen werden. Fir den kompletten Trennprozess und das Auffillen des
Einmalteststreifens wird also in etwa die Zeit bendétigt, die das beste der untersuchten
Designs firs Extrahieren des Plasma aus dem Mikrofilter bendtigt hat. Dabei ist der

Mikrokanal aber noch nicht mit Plasma gefullt.

Die Vorgabe war die Abtrennung der Erythrozyten und ein Auffullen des Mikrokanals mit
Plasma innerhalb von 2 Minuten. Das finale Einmalteststreifendesign fullt sich in 15 % der
geforderten Zeit. Berechnungen zum finalen Design nach den Formeln wie im Kapitel 1.1.1
Mikrofluidik angesprochen, sind im Anhang in Kapitel 6.2 Berechnung zur Kanalsaugwirkung

des finalen Designs mit Plasma zu finden.

Abbildung 32: linkes Bild: Explosionszeichnung des finalen Designs (AutoCAD Inventor). Rechtes oberes
Bild: Zusammengebautes finales Designs (AutoCAD Inv  entor). Rechtes unteres Bild: Zusammengebauter
Kaliumeinmalteststreifen in Natura, mit dispensiert em Blut auf der Plasmaseparationsmembran und
angesaugtem Plasma im Mikrokanal.
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6 Anhang

6.1 Berechnung zur Hamolyse induzierten Kaliumerhoh ung durch die

Hamoglobinkonzentration im Plasma
1 Erythrozyt hat im Mittel ~2,9 « 10~ g Hamoglobin [54]

eine Veréanderung von 0,01 g/dl im freien Hamoglobin (gemessen mit Hemocue) wird durch

Hamolyse von 3125 Erythrozyten pro pl Blut verursacht.
0,01g/dl21x10"7g/ ul

1x10~7g/ ul

om0 B 3448 Ery/ul

1 Erythrozyt hat im Mittel ~ 8,55 fmol Kalium/Ery 2 ~ 8,55 * 10712 mmol [K*]/Ery [39]
[K*] = 3448 Erys/ul = 8,55 * 10~12 mmolK* /ETy = 2,95 x 1078 mmol /ul
[K*] = 0,0295 mmol/l

Der Referenzbereich fur das freie Hamoglobin im Blutplasma liegt bei < 20 mg/dl. Eine
leichte Rotfarbung des Plasmas wird bei circa 30 mg/dl [23] sichtbar. Bei 50 mg/d| ist diese
schon sehr stark ausgeprégt. Bei 100 mg/dl freiem Hamoglobin sind in etwa 0,7% der
Erythrozyten (je nach Hamatokritwert) in der Probe zerstort.

Aufgrund der obigen Berechnungen kann ein linearer Zusammenhang zwischen der
Hamoglobin Konzentration und der Erhdhung der Kaliumkonzentration im Plasma

folgendermal3en dargestellt werden:

Kaliumerhohung durch Hamolyse
0,35

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

| ——Kaliumverdnderung |

Kaliumerhéhung [mmol/1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
freies Himoglobin [mg]
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6.2 Berechnung zur Kanalsaugwirkung des finalen Des  igns mit Plasma
Berechnung der Reynoldszahl aufgrund der gemessenen Kanalzeiten tber die Kanall&nge:

Maximale Geschwindigkeit bei finalem Design mit ~16 s (wobei hier die Separationszeit

inbegriffen ist) tber 10 mm Kanallange:

u=f=£=0,63mm/s
t 16

Nach Formel (1) ergibt sich eine Reynoldszahl von:

Re = ’”‘n—"h = 0,041
wobei fur p die Dichte von Plasma bei 37°C mit 1020 kg/m?® und n die dynamische Viskositat
von Plasma bei 37°C mit 1,5 *10 Pas eingesetzt wurden.

Der hydraulische Durchmesser bei einer Kanalbreite von b = 1 mm und einer Kanalhéhe von

h = 0,05 mm ergibt sich nach Formel (3) zu:

_ 2xhx*b
h ™ (h+b)

= 0,095 mm

Nach Formel (5) kann der fluidische Widerstand fiir einen rechteckigen Kanal berechnet

werden, wobei hier w >> h gilt:

Rfiia = - = 1,44*10% Ns/m®
Flie3t ein Tropfen von einem breiten in einen engen Kanal, so kann die Druckdifferenz am
Ubergang zwischen dem engen und dem breiten Abschnitt durch Formel (9) dargestellt und

durch nachfolgende Formulierung berechnet werden [3]:

Ap = 20y *cosG*(Ri—Ri)

1 2
wobei hier die beiden Radien der Menisken bekannt sein missen. Der Meniskus im Kanal ist
durch die Breite des Kanals definiert, der Meniskus vor dem Kanal muss angenommen
werden. Er muss jedoch groRer sein als der im Kanal, sonst wirde sich kein
Druckunterschied ergeben. Fir o, wurde die Oberflachenspannung von Plasma bei 37°C

mit 0,073 N/m und fur R; = 0,5 mm die halbe Kanalbreite eingesetzt.
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Nach der Formel
l 2
Ap = Al * D_h * P ox u7

mit A; = éals Druckverlustbeiwert fir laminare Stromungen und ¢ als Geometriefaktor fr

. . .. . o . b 1
rechteckige Kanale bei einem Seitenverhéltnis a von 20 (a = w = Oorggm

= 20) ergibt sich

daraus ein Wert von 90 [7]. Der Druckverlust kann ebenso bestimmt werden und durch

Umformen mit Formel (9) der Meniskus fiir R, bestimmt werden.

Fur Ap ergibt sich eine Druckdifferenz von 47 Pa und flr den zweiten Meniskus vor dem
Kanal R, = 0,65 mm bei einem Kontaktwinkel von 46°. Dieser wurde gemittelt aus dem
Kontaktwinkel von ~70° fur den Boden des Kanals (Isolierpaste SD 2462 NB) und der
Deckelung mit der hydrophilic Folie (Kontaktwinkel von ~22°).

Der Volumenstrom nach Formel (6)
AP = Reyiq * Qm
ergibt sich zu Q,,, = 3,3 * 10~'* m3s, bei einer Flache von
A=bxh=5%10"8m?
eine Geschwindigkeit nach Formel (7)
m=pxu*xA=p*Qp
vonu == 334107115+ 107% = 6,5 « 10-m/s

Diese Geschwindigkeit von 0,65 mm/s stimmt gut mit der gemessenen Geschwindigkeit von
0,63 mm/s Uberein. Jedoch ist diese abhangig vom Druckverlust Gber den Kanal, welcher
malfdgeblich durch den Meniskus R, vor dem Kanal, beeinflusst wird. Dieser kann durchaus

variabel und von folgenden Faktoren abhangig sein:

« Dispensiertes Probevolumen
« Positionierung der Plasmaseparationsmembran auf dem Mikrokanal
* Tropfenbildung unterhalb der Plasmaseparationsmembran

+ Kontaktwinkel der Oberflachen
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Fir R, sind Werte geometriebedingt von > 0,5 mm bis 2 mm mdglich, weshalb der
Druckunterschied zwischen > 0 Pa bis 152 Pa variieren kann. Daraus ergeben sich die

verschiedenen Saugzeiten der unterschiedlich getesteten Kanéle.

Die Stromungsgeschwindigkeiten wurden ebenso nach der Formel (11)

dt2 x

d*x 1 (dx)z 8r)dx+1clgc059
R?2dt x pR

N dt

berechnet. Hierflr ergibt sich eine Meniskusgeschwindigkeit Uber die Kanallange wie es in
Abbildung 33 zu sehen ist.
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Abbildung 33: Kanalgeschwindigkeit Giber die Kanalla nge des finalen Mikrokanals mit1 =10 mm, b =1 mm
und h = 0,05 mm.

Nach dieser Berechnung wirde der 10 mm lange Mikrokanal innerhalb von 0,13 s gefllt
sein. Diese Saugzeit befindet sich jedoch weit unter der Saugzeiten von ~16 s, welche in
dieser Arbeit fur das finale Design gemessen wurden. In Kapitel 1.1.1.1 Navier-Stokes
Gleichung in Abbildung 1 decken sich die experimentellen Ergebnisse mit den berechneten,
wobei die verwendete Kapillare zuerst mit Wasser benetzt wurde, bevor die experimentellen
Untersuchungen durchgefuhrt wurden. Dadurch sind mdglicherweise deutlich bessere
Saugzeiten respektive Sauggeschwindigkeiten (Kanal ist z.B. von Schmutzpartikeln befreit)
uber die Mikrokanéle moglich. Nachdem der Kanal des Einmalteststreifens jedoch nicht im
Vorhinein mit Flissigkeit benetzt wird, sind die theoretisch berechneten Ergebnisse in der

Praxis nicht umsetzbar.
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