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Zielsetzung der Abteilung:

 Entwicklung innovativer optischer » Technologietransfer in Form von
Mess- und Analyseverfahren Dienstleistungen
far technologische (Auftragsuntersuchungen
Applikationen fur die Industrie)
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Optische Spektroskopie
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BMBF-Projekt

Neuartige Analyse- und Prozessuberwachungstechnologie

mit Querschnittcharakter

Probenentnahme vor Ort

Flissigkeit

Proteinproduktion
fur pharmazeutische
Anwendungen

16.06.2010

Stand der Technik:
Analyse mit Offline-Verfahren

' Analyse im Labor:

* Massenspektrometrie

Online-Analyse-/Uberwachungssystem

« Chromatographie (GC, HPLC)

* Immunoassay (ELISA, RIA)

Steigerung Identifizierung

Separation der +
Empfindlichkeit Quantifizierung

Mini-FFE SERS Raman-
spektroskopie
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Miniaturisierte Frei-Fluss Elektrophorese Q

Tragerfreie Elektrophorese

> Erste tragerfreie (Flissigkeiten ohne

Tragermaterial) Elektrophorese in den 30er
Jahren durch Arne Tiselius (Nobelpreis

Chemie 1948)

» Auftrennung menschlichen Serums in 4
Hauptkomponenten (Albumin, a-, 8-, y-

Globuline)

»  Prinzip von elektrophoretischen
Trennungen: Transport von lonen in einer
Losung unter Einfluss eine elektrischen

Feldes

Minus-Pol

Puffer

N

» Aus dem Serum wandern Proteine ihrer \___SERUM

Ladung entsprechend in den Puffer hinein

Laser-
< i
Sbliingn 8.V,

Plus-Pol

Puffer

oy

» Wanderung lasst sich mit einem durch das
Glasrohr durchtretenden Lichtstrahl
beobachten (Proteine verandern die

Lichtbrechung)

16.06.2010

wanewy. meddyou. at
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Miniaturisierung einer Freiflusselektrophorese <\

Voruntersuchungen am LLG

16.06.2010

Makro-FFE (Eigenbau)

‘L-nr-
=
Gdifingen oW,

Ubertragung der Erkenntnisse

von Makro- in Mini-FFE \

Beispieltrennung
in Mini-FFE
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Miniaturisierte Frei-Fluss Elektrophorese Q

Laser-
Laboratorium
Shllingsn b)Y

Vorteile von miniaturisierter Frei-Fluss-Elektrophorese im Gegensatz

zu grof3-skaliger Frei-Fluss-Elektrophorese

Es werden nur geringe Proben-und Puffermengen bendétigt (nl - pl) =» preisgiinstig,
erma@glicht Untersuchung von medizinischen Proben, die oft nur in geringen Mengen
vorhanden sind

Erheblich verkirzte Analysezeit und verbesserte Trenneffizienz

Verhinderung von ,Joule heating” durch eine geringere Stromstarke und ein gré3eres
Oberflache-zu-Volumen-Verhéltnis =» keine zusatzliche Kuhlvorrichtung notig

Herausforderung

Verhinderung vom Eintritt von Gasblasen in den Separationsraum, die wahrend der
Elektrolyse an den Elektroden entstehen

16.06.2010
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Chip-basierte Frei-Fluss-Elektrophorese (\

< S -
Anforderungen Chip-Architektur
» E-Feld senkrecht zu einem
diinnen druckgetriebenen UFFE-Herstellungsverfahren
Trager-Elektrolyt-Fluss
zwischen zwei nicht leitenden » Basierend auf MicCell
Platten Plattformtechnologie (GeSim)
> Integration von Elektroden > Abformtechnik (microfluidic
» Verhinderung des Eindringens ChipShop)
der Blasen in Separationsraum > Multilaminationstechnik (LLG)
(Trennsteg vs. Membran)
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Basierend auf MicCell Plattformtechnologie
(GeSim) {
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~N

Kanallayout

a) connection ports \
» ‘/ : o

H Beispieltrennung

-----------------

b) gregation bars \

F il
> Trennsteg selparati:m tillaml)ler .
e ctr nnels p

v

PDMS-Au-Kontaktfitting

» Material PDMS (Abformtechnik) auf Glas ohne
Sauerstoffplasma

» Grundkdrper Polycarbonat
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Abformtechnik (mircofluidic ChipShop)

Spritzguss

Kanallayout

Fsescococ00000800

090000000000

» Trennsteg oder Schattenmasken und Metallisierung (IOF)
= Trennsteg kommerziell sinnvollere Lésung

{

‘L-nr-
=
Gdifingen oW,

Beispieltrennung

» Stutzstrukturen im Trennbett
» Material Cyclo-Olefin-Polymer oder Polycarbonat
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Multilaminationstechnik mit
Transferklebebandern Q
Laser-
Labploiun ==
Shllingen 6.
Base plate » Trennsteg
» Material: Polymethylmethacrylat und
Transferklebebander
<& = Spacer » Fassungsvermogen: 14 pl
Crarer with » Pt-Elektroden, Stromstarke: 0,5 mA
3égarati ng wek
ey T
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—
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Miniaturisierte Frei-Fluss Elektrophorese (\
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! Isoelektrische Fokussierung
1
]
] s »  Auftrennung von amphoteren Stoffen (Proteinen)
} § aufgrund ihres relativen Gehalts an sauren und
]
i 3 =3 basischen Aminoséureresten
| 8
i & »  Tragermedium: Gemisch synthetischer Ampholyte
1
i »  Linearer pH-Gradient senkrecht zur Flussrichtung
]
! »  Komponenten wandern im pH-Gradienten bis zu
Quelle: D. Kohlheyer, Microfluidic free-flow-electrophoresis for dem Punkt, an dem ihr pl dem lokalen pH-Wert des
proteomics-on-a-chip, 2008 s d’_ ispricht
r T ragermediums entspric!
| Qg !
+ . . (- »  E-Feld fokussiert jedes einzelne
! @_, ! Protein im pH-Bereich seines spezifischen pl, pep(pl) = 0
' . @ ® ! =) |lep abhéngig von Art und Hohe der Ladung,
+ ! ) ® @ . Radius, Struktur
1 1
. ® @
j Ziel: Hohe Aufldsung = schmale Zonen mit
Verdiinnte Verdiinnte
H3PO4 NaOH scharfen Grenzen
-
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Bepavallon madun,  Analyte— I I O
o
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v
m‘ I "'n — “cathodicbyfier  Cathode \h
i Flow direslion ‘i
> Isoelektrische Fokussierung von Albumin (FITC) und > Isoelektrische Fokussierung von Albumin (Bromphenolblau)
Avidin (Alexa Fluor 488), 270 pmol/l und Methylenblau, 300 pmol/l
-




Herstellung SERS-aktiver Substrate <

‘L-nr-
=
Gdifingen oW,

SERS-Effekt (engl. Surface enhanced Raman Scattering)
SERS-Effekt bei Metallen mit hohen Reflexionsvermégen (Ag, Au, Cu,)
Hinsichtlich der Adsorbate keine Einschrankungen

Verstarkungsmechanismus Resonanz von Oberflachenplasmonen und
Anregungswellenlange

vvyYwvyy

Laserbeschuss dinner AFM der nanoskaligen
Edelmetallschichten Substratoberflache

Fourier-Linse {(FL)

Flat-Top-Profit
P ——— Wik
L Homogene Ebene

Zylinderlinsen- 1 >
Laserstrahlprofil array (LA) fr
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SERS-Nachweis zur Analyse der Inhaltsstoffe
flissiger Gemische <

—— ' Laboratorium
. Sollingn ¥

- j Integration SERS-aktiver
=~ Oberflache in Mikrokanal

Konzentrationsreihe von Rhodamin 6G

Intensitit / w.E.

Int. Intensitat bei 151 1cm™ / w.E.

-y

L v T v T v T r Ll v LJ
1] 2 4 -] B 10
Ramanverschiebung / cm’ Konzentration / mmol/l
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Edifngen oW,

2D-Molecular Tagging Velocimetry (MTV)
und planare Ramanstreuung zur
Charakterisierung mikrofluidischer
Mischungsvorgange

im Rahmen des DFG-Schwerpunktprogrammes 1147
"Bildgebende Messverfahren zur Stromungsanalyse”
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Funktionsweise von ,caged dyes"

{
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Photolyse durch UV-Licht
spaltet funktionale Gruppe ab
unterdrickt Fluoreszenz

VAVAVA- &

griines Anregungslicht J \ fluoreszierendes Molekl

rotes Fluoreszenzlicht

zusatzliche funktionale Gruppe

Alternative Tagging-Methoden:

» thermisches Tagging (Infrarotstrahlung)
* Photobleaching, Intensitatsreduktion

» chromophore Farbstoffe, Farbanderung
* Phosphoreszenz
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2D-Molecular Tagging Velocimetry (2D-MTV) in Mikrokanalen

<=
Laborloium ==
Gatfingen oM.
Stroémung

ﬂ

Schreiblaser
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Experimenteller Aufbau zur Erfassung von 2D-MTV-Sequenzen

{

Druck Lamer.

Laboralorium
Shllingsn 6Y.
Vorrats-
behalter £

Kamera

Durchfluss-
Tubus / Mikros- messer
kopobjektiv |
Abfluss Mikromischer Vet

| | Linsensystem Fluidische Komponenten
zur Abbildung

Mustererzeugung

Musterdetektion
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Konstruktion und Herstellung eines geeigneten optisch
zugénglichen Mikromischers

<.

Sandwich-Technik (Lm
Baifingen a.¥.

Vorteile:
* modular
2 » schnel-modidelerdarahmen oben
W gut optisch zuganglich
' « einfache Handhabung
(z.B. Reinigung)

10.U0.2UlV Aadlliel vvackeivdill, VWUIKSITIUpP rm LupbecCkK Z1
MTV — Bildsequenzen mit verschiedenen Masken
Punktdurchmesser: 160um <
Dichte: 480pm Rasterabstand -
Laboratorium =
Shllingsn 6.

16.06.2010

Aufnahmefrequenz 10Hz, Kammergré3e 5mm, -tiefe 200um
Seitenkanadle sind verschlossen

Hainer Wackerbarth, Workshop FH Lubeck 22




Labaoralorium
Gaifingan oM.
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Ein ,unterhaltsames" Beispiel einer Mustergeometrie
N
.“
j L@bmalor'u,\m =
Shllingen 6.

o
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Auswertung einer MTV — Bildsequenz des Mikromischers

mit der Methode des optischen Flusses <
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Raman-Verschiebung [cm™]
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Flachige Bestimmung von Konzentrationsverteilungen )
N
<E
Laborlorium =
Sbliingsn 6.Y.
Filter 1 Filter 2
1200
., 1000 A * Raman-Spektrum = spektraler Fingerabdruck
2 des Gemisches
S 800 A
o
% 600 - CH * uantitative Mischungsanalyse
«©
% 400 1 oH « flachige Selektion durch Bandpassfilter
£ 200 -
» Detektion mit CCD-Kamera
0 r T T T T T .
2400 2800 3200 3600
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Experimenteller Aufbau zur Erfassung von Konzentrationsfeldern

o Kamera

homogenisierende
Lichtschnittoptik ~ === Ramanfilter

Strahlteiler PR W— 1

Mikromischer

— I * Referenzkamera

Kivette

Anregungsfilter
-
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Auswahl eines geeigheten Ramanfilters ﬁ
— hamers Labolofium ==
Nd: Sollingn e

Lichtschninuptil( m—p— Ramanfilter >
Strahlteiler [ ey,
e
Fl

!

Mikromischer

Kiivette - | -’ Referenzkamera

Anregungsfilter 600 -
500 -

400 1

300 - — Ethanol

Intensitat [-]

200

100 +

540 560 6580 600 620 640 660 680
Wellenlange [nm]

0
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Multilaminationsmischer fur bindre Mischungen

10mm
B = Ethanol
B = Wasser

» Mikromischer zur Verfiigung gestellt vom Institut fur
Mikroverfahrenstechnik des Forschungszentrums Karlsruhe
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Messpositionen in der Mischstrecke des Multilaminationsmischers
x [mm] (Laur-
Laborlorium =
z [mm] i etingm ey,
& 30
sl HE H H ;
6 M H B W 5
2 |
4 EEENE ol
2{—-R-RR :
|
0L . - : : 10 :
0 2 4 6 8 10y[mm] ;
: z [mm)]
o Eamrae 7 10
Blickrichtung ¢ ./
00 --"100[ ]
/ y [mm
Blickrichtung
* 9 Messpositionen in z-Richtung insgesamt 36 Messpositionen um
* 4 Messpositionen in x-Richtung die Mischstrecke abzurastern
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Konzentrationsmessungen im Multilaminationsmischer

]

» Neuartiges Tagging-Verfahren fur beliebige zweidimensionale Muster

» Angepasste Algorithmen auf Grundlage der Methode des optischen
Flusses

» zweidimensionale Geschwindigkeitsmessungen in Mikrokanalen durch
2D-MTV

Planare Ramanstreuung

* Intensitatsoptimierung zur Messung im Einzelschuss erfolgreich
» Prazise Quantitative Messungen maéglich
« Erfolgreiche Vermessung eines realitatsnahen Mikromischers

x[mm]  ~ <L-nr—
1Laboratonium —
Ballingon oY,
30 1 |-1.0 l- 0,50
-0,5 E - 0,25 %
20 -3 E
- 0,0 - 0,00
10
z [mm] z [mm]
10 210
0 T : - £ 0 L T T T >
0 10 y [mm] 10 y [mm]
- Mittelwert Ebene Z& Standardabweichung 31
Zusammenfassung C&
Laser
Labodoriun —=
Sollingn ¥
2D-MTV
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Funding: <\

‘L-nr-
Laboralorium
BMBF Verbundprojekt Koordination ,Neuartige Analyse- und Prozessuberwachungstechnologieg oG e
Querschnittcharakter”

Projekt: ,Ramanspektroskopisches Nachweissystem fur miniaturisierte Frei-Fluss-Elektrophorese und
Verbundkoordination*

DFG Schwerpunktprogramm: Bildgebende Messverfahren fiir die Stromungsanalyse

Projekt: ,Entwicklung und Erprobung eines bildgebenden Messverfahrens zur simultanen flachigen
Bestimmung von Mischungsverhaltnis und Geschwindigkeitsfeld bei einphasigen Mischprozessen

Projekt: ,Kombinatives 2D-Messverfahren zur simultanen quantitativen Bestimmung von Stromungsfeld,
Mischungsbruch und Temperatur am Beispiel von Mikro-Fluidik-Anwendungen*

Die Gruppe:

Dr. Volker Beushausen Dipl-Phys. Dominik Niedenzu

Dr. Konstantin Christou
. . (Dr. Karsten Roetmann)
Dipl-Ing. Alexander G6hmann .
M.Sc Alexander Grosch Dipl-Phys. Frank Rotter
: Dipl-Ing. Christian Salb

Dipl-Ing. Lars Gundrum
. . N Stefan Scholz
Dipl-Phys Wilhelm Huttner B.Sc.Maik Sowa

(ke Welhausen
: P Bastian Zander

- 16.06.2010 Hainer Wackerbarth, Workshop FH Libeck 33
Vielen Dank fur Ihre Aufmerksamkeit Q
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