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Papierbasierte Mikrofluidik

Die Moglichkeit zur schnellen, prizisen und reproduzierbaren Auf-  Aus dem Inhalt

tragung einer Vielzahl von funktionellen Materialien, einschlief3lich

analytischer Testreagentien und Biomolekiile, hat den Tintenstrahl- 1 Einleitung 3385
druck zu einem effektiven Verfahre:’n fiir die Fabrl.katlon von mikro- <. dlagen 5386
analytischen Systemen gemacht. Ein allgegenwirtiges Biirogeriit, so
einfach wie ein Desktop-Tintenstrahldrucker mit mehreren Tintenpa- 3. Mikrofluidische Strukturierung
tronen, kann zu diesem Zweck verwendet werden. Dieser Aufsatz von Papiersubstraten 3389
diskutiert die Kombination von Tintenstrahldruck und Papier als . .
. i i L. 4. Strukturierung von Papier

Drucksubstrat zur Herstellung von papierbasierten Mikrofluidik- durch Tintenstrahldruck 5397
systemen fiir die Analytik (WPADs), die zu einem rasch wachsenden
neuen Gebiet der analytischen Chemie geworden sind. Nach einer 5. Auftragung von Testreagentien
Einfiihrung in die Grundlagen von uPADs und des Tintenstrahl- durch Tintenstrahldruck 3393
druckf?s wercffen Tﬁemen wie dze' Erzeugung von Mzkroﬂuldll‘cst‘ruk- 6. Zusammenfassung und
turen in Papier, die mafsigeschneiderte Anordnung von Materialien Ausblick 5399
sowie Funktionen, die ausschliefilich durch Tintenstrahlauftragung
analytischer Testreagentien erreicht werden konnen, diskutiert.
1. Einleitung

Kapillar- \ P , Tinte fur

8 T N

Papierbasierte Mikrofluidiksysteme fiir die Analytik, kurz
WPADs genannt und zum ersten Mal 2007 durch Whitesides
und Mitarbeiter beschrieben, sind analytische Systeme mit
mikrofluidisch strukturierten Papiersubstraten als Haupt-
komponenten.!! Stark vereinfacht konnen diese als Papier-
variante konventioneller Mikrofluidiksysteme oder aber als
fortgeschrittene Version der klassischen Teststreifen be-
trachtet werden. Der Grundgedanke hinter uPADs ist es,
extrem kostengiinstige, wegwerfbare, einfach zu handhaben-
de analytische Systeme fiir die Anwendung unter limitierten
Ressourcen zur Verfiigung zu stellen, wie man sie in Ent-
wicklungsldndern, im Bereich der Feldanalytik oder in pri-
vaten Haushalten antrifft, wo die technische Infrastruktur li-
mitiert ist und geschulte Experten nicht verfiigbar sind.
WPADs sind im Idealfall unabhéngige Systeme, in die sdmt-
liche fiir einen analytischen Test notwendigen Komponenten
(z.B. Probentransport, Probenvorbehandlung, Testreagen-
tien, Signalsystem) integriert sind (Abbildung 1). Obwohl die
meisten Forschungsaktivitdten in Bezug auf pPADs die me-
dizinische Diagnostik zum Ziel haben, wo die Auswirkungen
von Kostensenkungen und Vereinfachungen als besonders
relevant gelten, kommen weitere Anwendungsgebiete, zum
Beispiel die Umweltiiberwachung, das Aufspiiren von Ex-
plosivstoffen, oder das Screening von Lebensmitteln, konti-
nuierlich zu dieser Liste hinzu.?

Die Hauptmotivation fiir das Ersetzen von Glas- oder
Polymersubstraten  herkommlicher =~ Mikrofluidiksysteme
durch Papier ist das Bediirfnis nach einem kostengiinstigen,
im Uberfluss vorhandenen Einwegmaterial.®! Dariiber hinaus
machen die physikalisch-chemischen Eigenschaften von Zel-
lulosepapier es zu einem &uBerst vielseitigen Werkstoff fiir
Mikrofluidiksysteme. Fliissigkeitstransport in pPADs beruht
vollstandig auf Kapillarfluss, sodass keine externen Pumpen
benotigt werden. Zusitzlich ermoglichen die chemische Zu-
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Abbildung 1. Veranschaulichung des multifunktionellen Charakters
eines papierbasierten Mikrofluidiksystems fiir die Analytik (WPAD).

sammensetzung und das grofe Oberflache-Volumen-Ver-
hiltnis von Papier die einfache physikalische Immobilisierung
von Reagentien, die fiir einen analytischen Test erforderlich
sind. Diese Funktionen sind auch mit vermeintlichen ,,High-
Tech“-Materialien nicht einfach erreichbar. Andererseits ist
die Motivation fiir das Hinzufiigen mikrofluidischer Funk-
tionen zu klassischen Teststreifen die Erhohung ihrer Leis-
tung und Funktionalitidt. Die rdumliche Trennung von Pro-
beneinlass und Signalerkennung ermdéglicht die Verteilung
einer Probe auf verschiedene Tests, systemintegrierte Pro-
benvorbehandlung und Zeitverzogerungen zur Inkubation —
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um nur einige Moglichkeiten zu nennen, die mit Teststreifen
nicht zur Verfiigung stehen.

Die grundsitzliche Funktion eines Tintenstrahldruckers
ist die Auftragung von pikolitergrof3en Fliissigkeitstropfchen
(Tinte) auf eine benutzerdefinierte Position eines Substrates.
Da Drucktinten eine Vielzahl von Materialien iiber klassische
Farbstoffe und Pigmente hinaus beinhalten konnen, hat sich
der Tintenstrahldruck zu einem wichtigen Verfahren fiir die
industrielle Massenproduktion!* und fiir gedruckte Elektro-
nik entwickelt.”! Im Bereich der Chemie, Biologie und der
Biowissenschaften kam das Tintenstrahldruckverfahren
zuerst fiir die Auftragung von Nukleinsduren bei der Her-
stellung von DNA-Chips routinemiBig zur Anwendung.[®!

Das Wissen um die Druckbarkeit von Biomolekiilen
sowie das Interesse am Arbeiten mit Papiersubstraten sollten
die Anwendung von Tintenstrahldruck fiir die Entwicklung
von pPADs geradezu offensichtlich erscheinen lassen. Den-
noch wurden die ersten WPADs durch photolithographische
Strukturierung von Filterpapier, gefolgt von manueller Auf-
tragung von Testreagentien erhalten.!'! Im Jahr 2008 zeigte
unsere Arbeitsgruppe zum ersten Mal, dass die Tinten-
strahldrucktechnologie eine praktikable Vorgehensweise
sowohl zur mikrofluidischen Strukturierung von Papiersub-
straten als auch zum Auftragen von Testreagentien darstellt.”

Obwohl noch relativ jung, wurde das Thema der papier-
basierten Mikrofluidiksysteme fiir die Analytik bereits
mehrfach in Aufsdtzen behandelt, und die Liste der hier an-
gegebenen Literaturzitate ist vermutlich nicht vollstin-
dig.>*%%! Ebenso wurde eine Vielzahl von Aufsitzen iiber
die Anwendung des Tintenstrahldruckes zur Materialauftra-
gung verfasst.>230

Wihrend sich frithere Arbeiten meist auf die analytischen
Anwendungen von pPADs konzentrierten, ist es das Ziel
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dieses Aufsatzes, die Grundlagen, Stirken und Schwichen
der Anwendung des Tintenstrahldruckes zur Herstellung von
WPADs zu diskutieren. Da die Forschung iiber tintenstrahl-
gedruckte pPADs ein sehr facettenreiches Arbeitsgebiet ist,
finden sich hier Literaturzitate unter anderem aus Bereichen
wie analytische Chemie, Tintenstrahldrucktechnologie, phy-
sikalische Chemie, Papierchemie, Materialchemie und Poly-
merchemie.

2. Grundlagen
2.1. Von Mikrofluidiksystemen fiir die Analytik zu pPADs

Gefordert durch den technischen Fortschritt in der Mi-
krofabrikation fiihrte der Trend zur Miniaturisierung in den
1980er Jahren zur Entwicklung von analytischen Systemen,
die als ,,uTAS“ (Mikrototalanalysesysteme)*' ! oder ,.Lab-
on-chip“(LOC)-Systeme bezeichnet werden. Die Integration
von Verfahrensschritten wie Probentransport, Probenvorbe-
handlung, Trennung und Nachweis in eine einzige Plattform
ist in Einklang mit dem Wunsch nach einfacheren und pra-
ziseren analytischen Tests. Als positiven ,Nebeneffekt®
brachte die Miniaturisierung analytischer Systeme eine
drastische Reduktion der Probevolumina mit sich und senkte
den Verbrauch von Reagentien.

Aufgrund ihrer Effizienz, Geschwindigkeit und einfachen
Bedienung wurden Mikrofluidiksysteme als ideal fiir die kli-
nische Diagnostik auflerhalb von Krankenhauslaboren vor-
geschlagen.’* Doch trotz dieser Perspektive sind wir noch
weit von der Situation entfernt, da jede Person den Gesund-
heitszustand zu Hause mithilfe eines LOC-Systems iiber-
wacht.®! Der Grund dafiir ist, dass die zuvor aufgefiihrten
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Vorteile vieler Mikrofluidiksysteme fiir die Analytik nur
teilweise in die Praxis umgesetzt wurden. Der Schritt weg
vom Labortisch bleibt in vielen Fillen eine Herausforde-
rung.*! Eine wesentliche Hiirde fiir LOC-Systeme sind die
GroBe, Komplexitdt und die Kosten der Fliissigkeitshandha-
bung.’! Eine weitere ist die Erfordernis fiir den Benutzer,
eine Vielzahl von Testreagentien hinzuzufiigen.""

Eine altbekannte Analysetechnik, die das Problem des
Flissigkeitstransportes auf eine sehr einfache Weise gelost
hat, ist die Papierchromatographie.®” Papier, ein mikropo-
roses hydrophiles Material, ist in der Lage, wissrige Fliissig-
keiten wie ein Docht zu transportieren. Das erste Mal, dass
diese Eigenschaft zur Kontrolle eines Fliissigkeitstransportes
genutzt wurde, war im Fall eines durch eine Barriere aus
festem Wachs mit Kanilen strukturierten Filterpapiers zur
Vereinfachung der Papierchromatographie (Abbildung 2).[*!

Jahr 1949 Jahr 2007
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Papierchromatographie Bestimmung mehrerer Analyte

Abbildung 2. Bahnbrechende Arbeiten auf dem Gebiet papierbasierter
Mikrofluidiksysteme fiir die Analytik: a) erstes mikrofluidisch struktu-
rierte Filterpapier zur Papierchromatographie (modifiziert mit Geneh-
migung aus Lit. [40] Copyright 1949 American Chemical Society) und
b) erstes WPAD fiir die simultane Bestimmung mehrerer Analyte (mo-
difiziert mit Genehmigung aus Lit. [1]. Copyright 2007 WILEY-VCH
Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim).

Obwohl Miiller und Clegg mit dieser Publikation im Jahr 1949
den Grundstein zur Realisierung von Fluidiksystemen aus
Papier gelegt hatten, dauerte es noch sechs Jahrzehnte bis das
Konzept der papierbasierten Mikrofluidiksysteme fiir die
Analytik, das mittlerweile zu einem florierenden For-
schungsgebiet herangewachsen ist (Abbildung 3), einge-
fithrt" und mit der Bezeichnung ,,uPADs* versehen wurde."

2.2. Konventionelle Mikrofluidik und pPADs: Ahnlichkeiten und
Unterschiede

Die wichtigsten Gemeinsamkeiten sowohl herkommli-
cher Mikrofluidiksysteme aus Glas- oder Polymersubstraten
als auch solcher basierend auf Papier, sind der minimale
Verbrauch an Reagentien und Probe und die Moglichkeit der
gleichzeitigen Analyse mehrerer Substanzen. Die Unter-
schiede zwischen den beiden Systemen ergeben sich aus der
Art der Mikrofluidikkandle. Wihrend herkommliche Mi-
krofluidiksysteme aus hohlen geschlossenen Kanilen beste-
hen, machen die papierenen Gegenstiicke von pordsen offe-
nen Varianten Gebrauch. Beide Systeme beruhen auf lami-
narer Stromung von Fliissigkeiten.”) Vereinfacht kann ein
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Abbildung 3. Anzahl Publikationen/Konferenzbeitrage zum Thema
UPADs.® Jihrliche internationale Konferenz fiir miniaturisierte Systeme
fiir Chemie und Biowissenschaften.

herkéommliches Mikrofluidiksystem als eine ,einzige Kapil-
lare* betrachtet werden, in der das Probevolumen durch die
Abmessungen des Kanals bestimmt ist und in der Sub-Mi-
kroliter-Groenordnung liegt. Die Analyse solch kleiner
Volumina erfordert den Einsatz hochentwickelter Detekto-
ren, zum Beispiel eines Fluoreszenzmikroskopes. Ferner wird
ein Pumpsystem benotigt, falls Sub-Milliliter-Probenvolumi-
na in einem kontinuierlichen Durchflussmodus analysiert
werden. Dies erfordert in den meisten Féllen umfangreiche
Instrumente und eine ausgebildete Fachperson fiir deren
Betrieb. Dagegen konnen nPADs wegen ihrer porosen und
offenen Kanile vereinfacht als Systeme bestehend aus ver-
schiedenen Kapillaren mit diversen Durchmessern betrachtet
werden. Infolgedessen erfolgt eine kontinuierliche Fliissig-
keitsstromung aufgrund der dochtéhnlichen Eigenschaften
von Papier, wihrend die stetige Verdampfung der Flissigkeit
zusétzlich als Unterdruckpumpe wirkt. Auf diese Weise ldsst
sich die Handhabung von Flissigkeiten ohne Pumpen reali-
sieren. Diese Art von dynamischem Flussverhalten kann
zudem zur Probenanreicherung und Signalverstirkung ein-
gesetzt werden.*?! Ein Nachteil der Verwendung von Pa-
piersubstraten ist die unspezifische Adsorption von Molekii-
len an Zellulose, welche zu einer Verminderung der Menge an
Analyt in der Testzone fithrt und durch Kalibrierung kom-
pensiert werden muss. Ferner kann noch festgehalten werden,
dass die meisten pPADs mit sehr einfachen Detektionsme-
thoden auskommen (z.B. Farbreaktionen), fiir die sich all-
tigliche Gerite wie eine Kamera (z. B. Mobiltelefon, Smart-
phone) oder ein Scanner eignen.

2.3. Papiersubstrate

Filterpapier und Chromatographiepapier sind die am
hiufigsten verwendeten Substrate fiir pfPADs. Sie bestehen
aus reiner Zellulose, wihrend viele andere Papierarten
strukturverstirkende Zusitze enthalten,™ die moglicher-
weise einen negativen Einfluss auf analytische Tests haben.
Oberflichenbeschichtungen konnen zum Beispiel die Diffu-
sion von aufgetragenen Komponenten in die Papiermatrix
verhindern. Aufheller zur Erhohung der Wei3e verursachen
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eine starke Hintergrundemission im Fall einer Fluoreszenz-
detektion.[*]

Dagegen werden Filterpapier und Chromatographiepa-
pier nicht mit derartigen Zusitzen behandelt, und fast simt-
liche Verunreinigungen des Rohmaterials (Lignin usw.)
werden durch das vollstindige Bleichen entfernt. Zellulose
macht den Hauptbestandteil aus, mit einer Vielzahl von Hy-
droxygruppen (-OH) und einigen Carboxylgruppen
(-COOH) an der Faseroberfliche.*! Diese konnen als Ge-
riste fir die Immobilisierung von in pPADs bendtigten
Substanzen dienen. Es wurde berichtet, dass positiv geladene
Verbindungen elektrostatisch an die leicht negativ geladene
Oberfliche der Zellulose adsorbiert werden, wihrend dies fiir
nichtionische und anionische Substanzen nicht zutrifft.[*
Dariiber hinaus zeigen auch Proteine mit ihren kationischen
Doménen leichte elektrostatische Wechselwirkungen mit
Zellulose. Fiir eine robustere Fixierung von Biomolekiilen
wird oft auf die kovalente Bindung zuriickgegriffen. Weil die
Hydroxygruppen der Zellulose dazu unter milden Bedin-
gungen nicht gentigend reaktiv sind, wurden deren Aktivie-
rung durch Derivatisierung zu Aldehyden!®! oder Epoxy-
gruppen,*”! die Einfiihrung von Poly(carboxybetain) gefolgt
von EDC/NHS-Chemie!® und die Modifikation durch Divi-
nylsulfon™! zur kovalenten Immobilisierung verschiedener
Biomolekiile auf Papier demonstriert (Abbildung 4). In ei-
nigen Fillen verbinden diese ,,Gertiste“ nicht nur das Pa-
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o
Aldehydgruppe [46] Poly- Divil
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[471 48]
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Abbildung 4. Strategien zur Aktivierung zellulosischer Hydroxygruppen fur die kovalente Bin-

dung von Biomolekiilen.

piersubstrat mit den zu immobilisierenden Reagentien, son-
dern sie reduzieren auch die unspezifische Adsorption von
Biomolekiilen an das Papier.

2.4. Grundkonzept und Methoden des Tintenstrahldruckes

Der historische Hintergrund des Tintenstrahldruckes in
Bezug auf den technologischen Fortschritt wurde von Le
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nachgezeichnet.”” Die folgenden Abschnitte fokussieren auf
die Grundlagen des Tintenstrahldruckes, wie die Typen von
Druckern und die Druckbarkeit von Tinten.

In Bezug auf die praktische Anwendung wird die Tin-
tenstrahldrucktechnologie in zwei Hauptkategorien aufge-
teilt, den ,,Drop-on-Demand“(DOD)- und den kontinuierli-
chen Tintenstrahldruck (CIJ). Sdmtliche gewohnlichen
Desktop-Drucker und alle im Laborbereich eingesetzten
Tintenstrahldrucksysteme beruhen auf der DOD-Technolo-
gie. Im Unterschied zum CIJ-Mechanismus mit einem kon-
tinuierlichen Flissigkeitsaussto3, erfolgt der Tintenausstof3
nur ,,auf Wunsch“. Beim DOD-Tintenstrahldruck ist wie-
derum zwischen vier Operationsmodi zu unterscheiden: pie-
zoelektrisch, thermisch, elektrostatisch und akustisch. Ge-
genwirtig kommen nur die piezoelektrischen und thermi-
schen Verfahren routinemifig zum Einsatz. Der Prozess des
Tintenausstof3es fiir diese beiden DOD-Druckverfahren wird
in Abbildung 5 gezeigt. Zunichst ist die Tinte in der Tinten-
kammer einer Druckzunahme ausgesetzt, welche durch die
Deformation eines piezokeramischen Elementes (piezoelek-
trischer Druck; Abbildung 5a) oder die Expansion einer
Dampfblase (thermischer Druck; Abbildung 5b) verursacht
wird. Die rasche Expansion der Dampfblase wird durch das
Uberhitzen der Tinte durch einen etwa 2 ps langen Hitzepuls
erreicht.”!! Im Fall von wasserbasierten Tinten betrigt die
Temperatur etwa 200-300°C." Sobald die Tinte ausgestoBen
ist, kollabiert die Dampfblase schlagartig,
und das dadurch entstehende Vakuum
fithrt zur automatischen Wiederauffiillung
der Tinte in der Kammer aus dem Vor-
ratsbehilter (ca. 80-300 us Wiederauffiill-
zeit, abhéngig vom Druckkopfdesign und
den Tinteneigenschaften). Solch ein ein-
5% zelner  TintenausstoBvorgang  dauert
H schétzungsweise etwa 10 ps, was die Ex-

einschlieft.

\L o /7 Die Tinte ist eine essenzielle Kompo-
C ?(;(-:_-6;'-- nente des gesamten Druckprozesses, und
Q. --M:: jhre Eigenschaften entscheiden {iber

Erfolg oder Misserfolg. Thre physikalisch-
So ! chemischen Eigenschaften bestimmen die
H Auflosung, die Tropfchengeschwindigkeit
und die Zuverldssigkeit des Druckes. Um
die praktische Druckbarkeit von Fliissig-
keiten unter DOD-Bedingungen zu eva-
luieren, werden verschiedene mathemati-
sche Formulierungen wie die Reynolds-
(Re), Weber(We)- und Ohnesorge(Oh)-
Zahlen verwendet [Gleichung (1)].°>>4

Z=0h™ =Re/We'” = (ypa)? /n (1)
Hier sind Re = vpa/n und We =Vv?paly, und p, y und 5 stehen
fir die Dichte, Oberflichenspannung bzw. Viskositidt der
Flissigkeit, v ist die Tropfchengeschwindigkeit und a der
Diisenradius. Es wurde berichtet, dass fiir eine stabile
Tropfchenerzeugung ein Z-Wert von 0.67 < Z < 50 nétig ist.>

Ein Z-Wert iiber 50 kann zur Bildung von Satellitentropfchen
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a) Piezokeramische

Dise mit Piezokeramische Relaxation und
Piezokeramik Verformung Fillen mit Tinte
Tinte)
|
Papier
b)
Duse mit Gasblasen- Blasenkollaps
Heizelement expansion und Fllen mit Tinte
Papier

Abbildung 5. Funktionsprinzip des DOD-Tintenstrahldruckes: a) piezo-
elektrischer Druck und b) thermischer Druck.

Schneldsystem

fiihren, die auf die Primértropfchen folgen, (Laser oder Kiinge)

was einen storenden FEinfluss auf die
Druckauflosung hat. Z-Werte unter 0.67
wiederum konnen eine starke viskose Dissi-
pation zur Folge haben, was letztlich den
TropfchenausstoB verhindert.®™ Diese Ver-
einfachung wurde mehrfach modifiziert und
konnte weiter angepasst werden, um die

Papier

vollstandiger Kanal

Druckbarkeit von Tinten mit schwierigeren ¢

rheologischen Eigenschaften zu evaluie- hohler Kanal

ren.P*>*+3 Alle numerischen und experi-

mentellen Verfahren sind darauf ausgerich- \ /

tet, druckbare Tinten frei von Satelliten- o
Kombination

tropfchen zur Erzeugung klar definierter
Druckmuster ohne Verstopfung der Druck-

o

3. Mikrofluidische Strukturierung von Papiersubstra-
ten

In diesem Abschnitt werden die wichtigsten Methoden
zur Strukturierung von Kanilen in pPADs kurz diskutiert, mit
der Ausnahme des Tintenstrahldruckes, der im folgenden
Abschnitt 4 behandelt wird. Abbildung 6 gibt einen Uber-
blick iiber verschiedene Kanalfabrikationsprinzipien. Im
einfachsten Fall, der hier nicht weiter diskutiert wird, erfolgt
die Strukturierung durch Schneiden des Papiers/®®! (Abbil-
dung 6a). Eine hiufiger angewendete Methode ist die Be-
handlung mit einer hydrophoben Verbindung (Abbil-
dung 6b). Die Ansitze zur hydrophoben Modifizierung
lassen sich in indirekte und direkte Strukturierungsmethoden
unterteilen. Indirekte Methoden beruhen auf der Verwen-
dung einer Maske, um die Form der mikrofluidischen Ka-
nalstruktur auf das Papier zu projizieren. In den direkten
Methoden werden hydrophobe Verbindungen auf spezifische
Stellen des Papiersubstrates aufgetragen, um die Flusskanile
zu definieren.

direkt

Papier

hydrophobe Fliissigkeit
(Wachsdruck, Tintenstrahldruck,
Flexographie, Plotten,
Handzeichnung, Stempeln)

indirekt

Papier

hydrophobe

Beschichtung
f \
\, Maske

hydrophobe
Fliissigkeit
(Sprayen, Tauchen,
Siabdruck) Maske Maske hydrophll

hydrophob
Plasma, Losungsmittel,
UV/0, (Atzen) (Photollthographle)

hydrophob

diise zu erhalten. Um die erforderlichen \
Tinteneigenschaften zu gewihrleisten, ist es \ A

i

hydrophil
ydrop! [

oft notwendig, die Viskositdt und die Ober-
flachenspannung durch Zugabe von Modifi-
ziermitteln anzupassen. Typischerweise be-
triagt die GroBenordnung der Oberfldchen-
spannung sowohl fiir thermische und piezoelektrische
Drucktinten 28-40 mN'm ™" Das thermische Druckverfah-
ren ermoglicht es mit geringeren Tintenviskositdten (minimal
1-1.5 cP, typischerweise <3 cP) zu drucken, sodass oft ein-
fache wissrige Losungen ohne Modifiziermittel verwendet
werden konnen. Dagegen erfordert die piezoelektrische
Methode (minimal 5-10 cP, typischerweise < 20 cP) bei der
Verwendung von wasserbasierten Drucktinten im Allgemei-
nen den Zusatz von viskosititsmodifizierenden Substan-
zen.”%% Die hier angegebenen GroBenordnungen sollten
als Richtlinien und nicht als starre Bedingungen betrachtet
werden. Es ist in jedem Fall zu empfehlen, Tinten an die er-
forderlichen Gegebenheiten anzupassen.
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Abbildung 6. Methoden zur Strukturierung von Mikrofluidikkanilen in Papiersubstraten:
a) mechanisches Schneiden von Papier und b) Behandlung mit hydrophoben Materialien.

Das Hauptziel bei der Fabrikation von Mikrofluidikka-
nidlen in Papiersubstraten durch hydrophobe Behandlung ist
die Erhaltung eines Kontrastes zwischen einer hydrophoben
Barriere und einem hydrophilen Flusskanal. Die hydrophob
impriagnierten Zonen bestimmen die Dimensionen des
Kanals (Abbildung 6b). Die Porositit und die Oberfldchen-
eigenschaften der Zellulosefasern sind zwei wichtige Merk-
male fiir eine kovalente oder nichtkovalente hydrophobe
Behandlung des Substrats. Die Porositit ermdoglicht das Ein-
dringen und Fiillen der Hohlrdume mit Flissigkeit. In Zel-
lulosenetzwerken existieren drei Arten von Poren: die
Hohlrdume zwischen den Fasern, das Lumen und die inhéi-
renten Poren der Faserwinde.*)
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Eine Strategie zur Fabrikation einer hydrophilen Mikro-
struktur in Papier ist das Fiillen der Hohlrdume mit einem
hydrophoben Material, wodurch eine Barriere fiir wissrige
Fliissigkeiten erhalten wird. Beispiele fiir dazu geeignete
hydrophobe Materialien sind Feststoffe mit einer spezifischen
Schmelztemperatur oder Losungen hydrophober Polymere in
organischen Losungsmitteln. Im flissigen Zustand konnen
beide Materialien in das pordse Netzwerk eindringen. Eine
hydrophobe Barriere entsteht, sobald das Material sich bei
Raumtemperatur verfestigt oder das Losungsmittel ver-
dampft. Dieses Verfahren ist eine nichtkovalente Behandlung
der Zellulose.

Eine weitere Moglichkeit zur Abgrenzung hydrophiler
Kanile in Papiersubstraten ist die kovalente Modifizierung
der Zellulosefasern. Die Gegenwart von Hydroxy- (-OH)
oder Carboxy-Gruppen (-COOH) ermdéglicht eine chemische
Modifikation®! — eine Eigenschaft, die hiufig in der Papier-
herstellung genutzt wird. Eine Klasse hédufig angewendeter
Verbindungen sind die so genannten Leimungsmittel wie
Alkylketendimere (AKD), Alkenylbernsteinsdureanhydrid
(ASA) oder Kolophonium-Harze.™ Dabei handelt es sich
um hydrophobe Reagentien, welche die Oberflidchenenergie
der Zellulose verringern, was deren Wasserresistenz durch
erhohte Oberflichenhydrophobie verbessert.*! Insbesondere
AKD wurde fiir die mikrofluidische Papierstrukturierung
mittels Tintenstrahldruck verwendet (sieche Abschnitt 4).

In der Praxis kommen zur mikrofluidischen Strukturie-
rung von PPADs verschiedene Techniken zum FEinsatz, wie
Photolithographie, 1051 Atzen,"67%71  Handzeich-
nung,"™ Eintauchen,™ Drucken, 7747051 Stempeln®*-*7!
und Sprayen,®™ wobei jedes Verfahren besondere hydro-
phobe Reagentien zur Erstellung hydrophober Barrieren
verwendet (Tabelle 1).

Nachteile der Photolithographie sind der Kontakt des
gesamten Papiersubstrates (einschlieBlich der Bereiche, die in
hydrophile Kanile strukturiert werden) mit Losungsmitteln
und hydrophoben Reagentien, sowie deren relativ hoher
Verbrauch fiir die Behandlung der gesamten Papierflache. Es
war daher eine praktische Notwendigkeit, nach direkten
Strukturierungsmethoden zu suchen, die ohne Masken aus-
kommen. Dabei wird eine kleine Menge an hydrophobem
Material nur auf spezifische Stellen aufgebracht, um eine

D. Citterio et al.

hydrophile Kanalstruktur abzugrenzen, wéhrend der Rest der
Papierflache unbehandelt bleibt.

Eine der meistverwendeten Methoden zur Erreichung
eines minimalen Verbrauchs hydrophober Materialien ist das
Drucken. In Bezug auf pPADs gibt es zahlreiche Eigen-
schaften, die das Drucken zu einer vielversprechenden
Losung machen: 1) anpassbar an Massenproduktion, 2) kos-
teneffizient, 3) reproduzierbar, 4)einfach. In letzter Zeit
wurden mehrere Druckverfahren zu diesem Zweck ange-
passt, wie der Siebdruck,”**! die Flexographie™®! und der
digitale Druck.l"707>7477. 8808184 Der digitale Druck erfreut
sich grofer Beliebtheit und verbreiteter Anwendung, da er
den direkten Transfer von Bildinformation von einem Com-
puter auf das Drucksubstrat ohne die kostspielige und zeit-
aufwendige Umwandlung von elektronischen Daten in
Druckplatten, Masken oder Siebe ermoglicht. Der Bild-
transfer vom Drucker auf die Papieroberfldche wird durch die
digital gesteuerte, direkte Auftragung von Tinte erreicht.
Unter den digitalen Druckverfahren werden der Wachs- und
der Tintenstrahldruck aufgrund ihrer einfachen Nutzung und
ihrer weit verbreiteten kommerziellen Verfiigbarkeit zur
Strukturierung von Papier bevorzugt. Verschiedene Arbeits-
gruppen haben den Einsatz von Wachsdruck auf Filterpapier
zur Herstellung von zwei- (2D) und dreidimensionalen (3D)
Mikrofluidikstrukturen, einschlieBlich halb oder vollstindig
eingeschlossener Kanile, aufgezeigt.*”"8! Ein Wachsdruck-
er transferiert geschmolzenes Wachs auf das Papiersubstrat,
wo sich dieses bei Kontakt sofort verfestigt. Dies verhindert
offensichtlich das Eindringen des hydrophoben Wachses in
das Zellulosenetzwerk. Doch durch die Hitzebehandlung
(>120°C) des bedruckten Papiers in einem Ofen oder auf
einer Heizplatte verfliissigt sich der aufgetragene Wachs und
dringt in die Hohlrdume des Zellulosenetzwerkes ein, wo es
bei Raumtemperatur schlieflich eine feste Wachsbarriere
bildet.

Der einfache und schnelle Wachsdruck ist eine hervorra-
gende Technik, um hydrophobe Barrieren zur Abgrenzung
von Mikrofluidikstrukturen in Papiersubstraten zu erhalten.
Die Fabrikation eines uWPADs ist jedoch mit der Erzeugung
von Mikrofluidikstrukturen noch nicht vollstindig. Um ein
funktionsfihiges analytisches System zu erhalten, sind wei-
tere funktionelle Materialien notwendig, die erst analytische

Tabelle 1: Hydrophobe Materialien zur mikrofluidischen Strukturierung von Papiersubstraten.

Technik Hydrophobes Material

Indirekte Strukturierung
Fotolithographie

Atztechnik

Sprayen Acryllack®

Siebdruck Polystyrol, "¥ Wachs®!
Eintauchen Wachs!”!

Direkte Strukturierung
Wachsdruck

Plotten

Flexographie
Handzeichnung
Stempeln
Tintenstrahldruck

Wachs7477.81
Poly(dimethylsiloxan) [82]

Paraffin, % Wachs!®”)

SU-8-Fotolack, "*"#:%9 Octadecyltrichlorsilan, 71 Acryloxy-terminierte/Acrylat-basierte Polymermischung
Polystyrol, "' Octadecyltrichlorsilan, ! Alkylketendimer, ! hydrophobes Sol-Gel™

[68]

Polystyrol, " Poly(dimethylsiloxan) #*
Wachsmalstift, """ wassriger Marker, '? Permanent-Marker”’]

Polystyrol, " hydrophobes Sol-Gel, " Silikon, ¥ Alkylketendimer, &% Polyacrylat®®!
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Funktionen wie Probenvorbehandlung, Trennung und Si-
gnalerzeugung ermoglichen. Daher ist der Einsatz eines ein-
zigen Druckverfahrens, das die Auftragung von Materialien
sowohl zur Strukturierung hydrophiler Kanile als auch zur
Realisierung analytischer Tests ermoglicht, ein wesentlicher
Vorteil bei der effizienten Fabrikation vollstindiger uPADs.

4. Strukturierung von Papier durch Tintenstrahl-
druck

4.1. Tintenstrahl-Atzung

Unsere Arbeitsgruppe hat zum ersten Mal die sequenzi-
elle Verwendung von Tintenstrahldruck sowohl fiir die
Strukturierung von Mikrofluidikkanidlen als auch fiir die
Auftragung von Testreagentien bei der Herstellung eines
papierbasierten Systems zur simultanen Bestimmung meh-
rerer Analyte aufgezeigt (Abbildung 7).’ Das Herzstiick

I

a) 1% Polystyrol i » .
\\ \ (in Toluol) § é
N > Tintenstrahidruck

von Toluol

Filterpapier Polystyrol-

behandeltes Papier

i o m

> Tintenstrahldruck

) . von
TlntenStl’ah_"geatZtes Reagentientinten
Papier

pH[;]

tintenstrahlgedrucktes uPAD

b) Polystyrol-  C)
‘( behandeltes
Filterpapier
(hydrophob)

protein
> €550 ym

2mm %
7 reference
Toluol-geatzter Kanal

(hydrophil) pH = 8.0, [HSA] = 15.0 um, [Glukose] = 14.0 mm

Abbildung 7. Kanalstrukturierung durch Tintenstrahl-Atzung: a) Fabri-

kationsprinzip, b) Foto eines in Filterpapier strukturierten Kanals und

c) Farbreaktion nach Probenauftrag (modifiziert mit Genehmigung aus
Lit. [7]. Copyright 2008 American Chemical Society.)

dieser WPAD-Strukturierungstechnik ist die , Tintenstrahl-
Atzung“ — ein Konzept, das zuerst fiir das Atzen von Lochern
und Rinnen in Polymerfilmen aufgezeigt wurde.* " Ange-
wendet auf ein Filterpapiersubstrat beruht die Tintenstrahl-
Atzung auf der Auflosung eines festen Polymermaterials
durch lokalen Kontakt mit der aufgedruckten Losungsmit-
teltinte, die das urspriinglich hydrophile Zellulosenetzwerk
wieder freilegt (Abbildung 7a). Bei diesem Verfahren wird
das Papiersubstrat zunichst in ein vollstdndig hydrophobes
Material umgewandelt, indem es in eine Polystyrollosung (1.0
Gew.-% in Toluol) eingelegt und dann wihrend 2 Stunden bei
Raumtemperatur getrocknet wird. AnschlieBend werden auf
dem hydrophoben Papier durch Tintenstrahldruck mit piko-
litergroBlen Toluoltropfchen etwa 550 um breite Kanile er-
zeugt (Abbildung 7b). Es wurde beobachtet, dass 10 Druck-
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vorgédnge zu einer ausgezeichneten Strukturierungsreprodu-
zierbarkeit in Bezug auf die Kontrolle der Grof3e der Struk-
turen und der homogenen Kanalbenetzbarkeit fithren. Wih-
rend diese durch Tintenstrahl-Atzung strukturierten pPADs
die simultane Analyse von Protein, Glukose und pH ermog-
lichten (Abbildung 7¢)” und spiter auch noch auf einen
Immunassay angewendet wurden (beide Beispiele werden im
Abschnitt 5 detailliert behandelt),®” wurde das als Tinte
verwendete Toluol aufgrund seiner Brennbarkeit und Klas-
sifizierung als fliichtige organische Verbindung (VOC) als
nachteilig in Bezug auf die Nutzerfreundlichkeit und Um-
weltvertraglichkeit beurteilt. Daher wurde der Fokus auf
einen umweltfreundlicheren Ansatz zur Tintenstrahl-basier-
ten WPAD Fertigung verlagert. Als erstes wurde versucht,
Toluol durch ein weniger schiadliches Losungsmittel wie Li-
monen zu ersetzen (Bestandteil von Entfettern und gewisser
Kosmetika), aber die dadurch erhaltenen Mikrofluidikkanile
zeigten keine klare Struktur. Mit seinem im Vergleich zu
Toluol wesentlich geringeren Dampfdruck blieb das ge-
druckte Limonen zu lange in Kontakt mit dem Polystyrol, was
zu einem unkontrollierten und ausgedehnten Atzen des hy-
drophoben Polymers fiihrte. Auerdem bendtigten sowohl
Toluol als auch Limonen einen speziellen Drucker, da deren
hohe Losungskraft schédlich fiir die Plastikteile in Desktop-
Tintenstrahldruckern ist. Ferner ist die Tintenstrahl-Atzung
mit den gleichen Nachteilen wie die zuvor diskutierte Pho-
tolithographie oder andere auf Masken beruhende Ansitze
behaftet, weil eine vergleichsweise grole Menge an hydro-
phobem Material zur vollstindigen Hydrophobisierung des
gesamten Papiersubstrates benotigt wird. Schlussendlich, in
Analogie zur Fotolithographie, kommt das gesamte Papier-
substrat einschlieBlich der zum Schluss hydrophilen Mikro-
fluidikstrukturen wéhrend des Strukturierungsverfahrens in
Kontakt mit Losungsmitteln und anderen Chemikalien, was
moglicherweise einen unbekannten Einfluss auf die analyti-
schen Tests mit sich bringt, fiir welche die Systeme bestimmt
sind.

4.2. Direkter Tintenstrahldruck hydrophober Barrieren

Um die genannten Nachteile zu iiberwinden, wurde eine
UV-hirtende Tinte fiir die Kanalstrukturierung mit einem
Desktop-Tintenstrahldrucker entwickelt (Abbildung 8).%
Bei dieser Tinte handelt es sich um eine Polymervorldufer-
16sung bestehend aus Octadecylacrylat (Monomer), 1,10-
Decandioldiacrylat (Vernetzer und Losungsmittel) und 2,2-
Dimethoxy-2-phenylacetophenon (Photoinitiator). Neben
ihrem stark hydrophoben Charakter zeigen die mit langen
Alkylketten substituierten Acrylate sehr geringe Fliichtigkeit.
Dies verhindert eine rasche Verdampfung, was gentigend Zeit
fiir das Eindringen in das Papiersubstrat und fiir die Poly-
merisation ohne Verlust der UV-hidrtenden Tinte gibt. Die
Polymerisation wird durch Bestrahlung mit UV-Licht (60 s)
ausgelost, was zur Bildung eines hydrophoben interpenetrie-
renden Polymers innerhalb des Zellulosenetzwerkes fiihrt.
Ahnlich wie bei dem zuvor erérterten Wachsdruckansatz ist
ein einziger Druckzyklus zur Tintenauftragung erforderlich,
bei welchem das Tintenvolumen durch Variationen der
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Abbildung 8. Strukturierung von Mikrofluidikkanilen mittels UV-hir-
tender Tintenstrahltinte: a) Fabrikationsprinzip, b) 3D-gedruckter, voll-
standig eingeschlossener Kanal in einem einzigen Blatt Filterpapier,
und c) Korrelation zwischen gedruckter und experimentell gemessener
Kanalbreite. Modifiziert aus Lit. [84] mit Genehmigung der Royal Socie-
ty of Chemistry.

Transparenz graphischer Elemente zur Abgrenzung der Mi-
krofluidikkanéle mit der Computersoftware festgelegt wird.

Die Fabrikationsmethode ist in Abbildung 8a dargestellt.
Beide Seiten des Papiers werden mit der UV-hértenden Tinte
bedruckt, was die Erstellung verschiedener Kanalstrukturen
wie Halbkanidle oder 3D-Kanéle in einem einzigen Blatt
Papier ermoglicht (Abbildung 8b). Mit diesem Strukturie-
rungsverfahren wurden schmale hydrophile Kanile mit nur
272 um Breite erreicht (Abbildung 8c). Derartige Mikroflui-
dikstrukturen behalten ihre Probentransportfunktion tiber
mindestens 6 Monate bei Lagerung bei Raumtemperatur und
iber mindestens 72 h bei 50°C. Diese Strukturierungsme-
thode wurde erfolgreich fiir einen Enzymassay (H,O,) und
einen Antikorper-freien Bioassay von Trénenfliissigkeit
(Lactoferrin) angewendet.[*?!

Neben UV-hirtenden Tinten wurden andere Tinten zur
direkten Strukturierung von Kanilen mittels Tintenstrahl-
druck eingesetzt. Dazu gehoren  Alkylketendimer
(AKD),*%%1 Silikon,”™ hydrophobes Sol-Gel™ und wiss-
rige Fluoracryl-Copolymer-Dispersionen.”” Darunter ist
AKD die am einfachsten verwendbare Tinte, da diese Sub-
stanz, wie bereits in Abschnitt 3 erortert, eine lange Ge-
schichte als Papierleimungsmittel hat und daher kommerziell
erhiltlich ist. Wie in Abbildung 9a gezeigt, reagiert die
Lacton-Gruppe von AKD durch Veresterung mit den Hy-
droxygruppen der Zellulose, was in einer Trennung zwischen
hydrophoben (AKD-bedruckten) und hydrophilen Zonen
(unbehandeltes Filterpapier) auf dem pPAD resultiert. Zum
Auftragen durch Tintenstrahldruck wird AKD in Heptan
gelost, das wegen seines hohen Dampfdrucks nach dem
Druckvorgang rasch verdampft. Den Abschluss bildet eine 8-
miniitige Hitzebehandlung bei 100°C. Nach diesem Verfah-
ren wurden Mikrofluidikkanédle mit etwa 300 um Breite
strukturiert (Abbildung 9b).
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Abbildung 9. Tintenstrahlgedrucktes AKD zur Kanalstrukturierung:
a) Aufpfropfen von AKD auf Zellulose und b) elektronenmikroskopi-
sche Aufnahme eines gedruckten Kanals (modifiziert mit Genehmi-
gung aus Lit. [80]. Copyright 2010 Elsevier B.V.).

Samtliche diskutierten tintenstrahlbasierten Strukturie-
rungsansétze fithren zu hydrophoben Barrieren, die voll-
stindig kompatibel mit wéssrigen Probefliissigkeiten sind.
Einzelne echte Proben konnen jedoch Reagentien enthalten,
welche die Funktion der Barrieren beeintriachtigen konnten.
Zum Beispiel wurde im Zusammenhang mit der Analyse von
Zell-Lysaten mit relativ hoher Konzentration an Tensiden
berichtet, dass AKD-gedruckte Barrieren durchbrochen
werden.”! Undichte tritt auch bei wachsgedruckten Struk-
turen auf.”! Tm Fall von tintenstrahlgedruckten Barrieren auf
der Basis der zuvor beschriebenen UV-hdrtenden Tinte
wurde Undichte gegeniiber Losungen mit Oberfldchenspan-
nungen unterhalb 30 mN'm™ beobachtet.® Dagegen be-
wahren Barrieren aus tintenstrahlgedrucktem Silikon oder
hydrophobem Sol-Gel-Methylsilsesquioxan (MSQ) ihre In-
tegritidt auch in der Gegenwart von Tensiden und verschie-
denen organischen Losungsmitteln.["""

Dieser Abschnitt hat gezeigt, dass sich das Tintenstrahl-
druckverfahren als eine Methode zur Erstellung von Mikro-
fluidikstrukturen in uPADs etabliert hat. Sdmtliche vorge-
stellten Ansétze haben ihre Stirken und Schwichen in Bezug
auf Geschwindigkeit, Einfachheit, erreichte Auflosung, Ver-
fugbarkeit von Reagentien, verwendbare Druckertypen und
die chemische Besténdigkeit von Barrieren. Daher sollte man
diejenige Methode auswéhlen, die am geeignetsten fiir eine
spezielle Anwendung und den verfiigbaren Druckertyp ist. Es
muss an dieser Stelle auch gesagt werden, dass zurzeit keiner
der tintenstrahlbasierten Ansdtze in Bezug auf Geschwin-
digkeit im Rahmen von Laborversuchen mit dem Wachs-
druck konkurrieren kann. Die Moglichkeit, zusétzliche
Funktionen per Tintenstrahldruck auf einen WPAD aufzu-
bringen, ist jedoch ein sehr starkes Argument fiir diese
Drucktechnik. Dies kommt insbesondere auch daher, dass
sich der Tintenstrahldruck von verschiedenen funktionellen
Materialien bereits lange vor der Entwicklung moderner
UPADs etabliert hat.”®! Somit ist es naheliegend, die Erstel-
lung von Fluidikstrukturen auf Papier mit der Auftragung
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Tabelle 2: Allgemeine analytische Tests fiir tintenstrahlgedruckte uPADs.

Ang'gﬁfmie

Testtyp Gedrucktes funktionelles Zielanalyt Tintenzusammensetzung

Material thermisch piezoelektrisch
Klassischer Farb- Chromogener Farbstoff lonen, Wasser Wasser (Puffer), viskositdtsmodifizierende Substanz,?
indikator Proteine (Puffer) Tensidel
Immunassay Antikarper Antigen Puffer Puffer, viskosititsmodifizierende Substanz, Tenside
Enzymassay Enzyme Metabolit Puffer Puffer, viskositidtsmodifizierende Substanz, Tenside

[a] Glycerol und Glykole sind typische Beispiele viskositaitsmodifizierender Substanzen. [b] Triton X-100 ist ein Beispiel eines Tensids (nichtionisch) zur

Anpassung der Oberflichenspannung der Tinte.

anderer funktioneller Materialien unter Verwendung einer
einzelnen Drucktechnik zu vereinen.

5. Auftragung von Testreagentien durch Tinten-
strahldruck

In diesem Abschnitt wird die Anwendung des Tinten-
strahldruckes im Zusammenhang mit der Auftragung von
Testreagentien diskutiert. Ein Uberblick iiber allgemeine

Testmethoden, gedruckte funktionelle Materialien und deren
allgemeine Tintenzusammensetzung ist in Tabelle 2 zusam-
mengestellt. Die aufgefiihrten drei grundsétzlichen Testme-
thoden représentieren nahezu alle chemischen oder bioche-
mischen Tests, die gegenwirtig fiir tintenstrahlgedruckte
WPADs bekannt sind. Dies zeigt, dass die Mehrheit der
WPADs auf etablierten Testprinzipien beruht.

Tabelle 3 gibt eine detaillierte Ubersicht iiber analytische
Systeme basierend auf Papier, bei denen Tintenstrahldruck
mindestens in einem Fabrikationsschritt involviert ist: ent-

Tabelle 3: In der Fachliteratur vorgestellte Anwendungen von tintenstrahlgedruckten () PADs.

Analyt Gedruckte Struktur Detektions- Detektor Drucker Analytische Lit.
modus Leistungsmerkmalel®*
pH, hydrophobe Barriere Colorimetrie  Scanner PicoJet- pH: 5-9, Glukose: 2.8-28 mm, [7]
Glukose, Testzone 2000 humanes Serumalbumin: 0.46-46
Protein (Chromogene, Enzyme) uM
pH hydrophobe Barriere Colorimetrie  Scanner PicoJet- humanes IgG: <10 ngmL™" [91]
humanes IgG Test-/Kontrolllinie (Anti- 20008
Maus 1gG kérper, Antigen)
Paraoxon Testzone Colorimetrie  Digitalkamera, Dimatix Paraoxon: 100 nm, [114,115]
Aflatoxin B1 (Kieselerde-Sol-Gel- Smartphone-Kamera DMP- Aflatoxin B1: 30 nm
Schicht mit verkapseltem 2800
Enzym)
Paraoxon, Ben-  Testzone (Kieselerde-Sol- Colorimetrie  Digitalkamera Dimatix Paraoxon: 1 nm, Bendiocarb: [116]
diocarb, Carbaryl, Gel-Schicht mit verkap- DMP- 1nm,
Malathion seltem Enzym oder 28008 Carbaryl: 10 nm, Malathion:
Chromogen) 10 nm
E. coli BL21 hydrophobe Barriere Colorimetrie  Digitalkamera, Scanner ~ Dimatix E. coli BL21: 20 cfumL™"! [118]
E. coli O157:H7  Testzone (Kieselerde-Sol- DMP- E. coli O157:H7: 5 cfuml '
Gel Schicht, Chromoge- 2800
ne, Oxidationsmittel)
Hg*", Ag', hydrophobe Barriere, Colorimetrie  Digitalkamera, Scanner ~ Dimatix Hg?": 0.001, Ag': 0.002, Cu®": [117]
Cu?*, Ccd*, Testzone (Kieselerde-Sol- DMP- 0.020, Cd**: 0.020, Pb*": 0.140,
Pb%**, Cr*t, Gel-Schicht mit verkap- 28001 Cr**: 0.150, Ni**: 0.230 ppm
NiZ* seltem Enzym, Chromo-
gene)
ATP* Testzone Geruch menschliche Nase Dimatix 1.16 um (in Puffer), [126]
(Kieselerde-Sol-Gel- DMP- 1.36 um' (in Orangenpunsch)
Schicht mit verkapseltem 28008
Enzym)
pH, H,0, hydrophobe Barriere Colorimetrie ~ Scanner Epson PX- pH: 4-9, [84,127]
Test Zone (Enzyme, 10101 H,0,: 14.4 um
Chromogene)
Lactoferrin hydrophobe Barriere Fluoreszenz ~ UV-Handlampe, Epson PX- umfasst 0.63-2.9 mgmL™" [92]
Vorbehandlung/Assay- Digitalkamera 1050, (0.30 mgmL™)
Bereich (Carbonat, Dimatix
Metall) DMP-
28311

Angew. Chem. 2015, 127, 5384 — 5401

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

5393


http://www.angewandte.de

D. Citterio et al.

Angewandte
Aufsiitze

Tabelle 3: (Fortsetzung)

Analyt Gedruckte Struktur Detektions- Detektor Drucker Analytische Lit.
modus Leistungsmerkmalel®*!
flichtige primdre  Sensorpunkte (farbstoff- Colorimetrie ~ Scanner Dimatix Unterscheidung von n- [128]
Amine beladene Nanopartikel) DMP- C,Hz,1NH, (n=1-7)
28311
Nitrit, ALP* hydrophobe Barriere Colorimetrie  Scanner Canon Nitrit (NO,"): 0—5 mM [80]
Testzone (Enzym, Chro- Pixma
mogen) ip4500!
DBAE*, hydrophobe Barriere Elektrochemi-  Smartphone-Kamera Canon DBAE: 3 um-5 mm (0.9 um), [129]
NADH?* lumineszenz Pixma NADH: 0.2--10 mm (200 pm)
ip4500!
Nitrit, hydrophobe Barriere Colorimetrie ~ Scanner Canon Nitrit (NO,7): 10-150 um [94]
Nitrat P4700! (1.0 um, LOQ 7.8 um), Nitrat
(NO;7): 50-1000 um (19 um,
LOQ 48 um)
Nitrit, Harnsaure hydrophobe Barriere Colorimetrie  Scanner Canon Nitrit: 0-1250 um [130]
Pixma
ip4500
Reaktives Phos-  hydrophobe Barriere Colorimetrie  Scanner Canon 0.2-10mgL™' P (0.05 mgL™"P, [131]
phat P4700 LOQ 0.16 mgL™' P)
metabolische Testzone Fluoreszenz ~ Hg-Lampe, Epifluores- HP Desk-  Uberwachung von Fleisch, Milch- [43]
fliichtige Kompo-  (fluoreszierende Oligo- zenzmikroskop jet F428019  produkten, Friichten, Getreide,
nenten aus Le- mere) verderbendem Gemdiise, reifen-
bensmitteln den Friichte
phenolische Testzone Colorimetrie  Scanner Dimatix BPA, p-Cresol: 1-200, Dopamine, [120]
Komponenten (Polymerschicht mit ver- DMP- Catechol: 1-300, Phenol: 1-400,
kapseltem Enzym) 28001 m-Cresol: 1-500 pg "
(0.86 ugL )
hCG* physikalische Barriere Colorimetrie  Digitalkamera SLT0505- 1 ngmL™"in Pufferldsung, [132]
HKFE 4ngmL" in Urinprobe
Rhodamin 6G, hydrophobe Barriere Raman-Spek-  tragbares Spektrometer ~ Epson Rhodamin 6G: 10 fmol, Kokain:  [133—
Kokain, Heroin, ~ Raman-Verstirkerpunkt  troskopie Workforce 15 ng, Heroin: 9 ng, Malathion:  135]
Malathion, BPE*  (Silber/Gold-Nanoparti- 300 413 pg, BPE: 1.8 ppb
kel)
2, 4, 6-Trinitroto-  Raman-Verstirkerpunkt ~ Raman-Spek-  Raman-Spektrometer keine De- 1.6x107"7 gcm™> [136]
luol (Silber-Nanopartikel) troskopie tails ver-
fligbar
Rhodamin 6G, Raman-Verstirkerpunkt ~ Raman-Spek-  tragbares Spektrometer  keine De-  Malachitgriin: 1 nm, [137]
Malachitgriin, (Reduziermittel fir Gold- troskopie tails ver-  Iprodione: 10 um
Iprodione Nanopartikel-Vorldufer) fugbar
2, 4, 6-Trinitro- Testzone (fluoreszieren-  Fluoreszenz ~ UV-Lampe, Digital- HP Desk-  5-40 um (0.74 num) [138]
phenol de Nanostibchen) kamera jet 1000 0.45 ngmm™2 (visuelle Inspekti-
on)
flichtige organi-  Testzone Colorimetrie, UV-Lampe, Digital- HP Desk-  Unterscheidung von [139]
sche Verbindun-  (Chromogen) Fluoreszenz ~ kamera, Mikroskop jet 10 organischen Lésungsmittel-
gen D23601 dampfen
Morphin Test-/Kontrolllinie Colorimetrie  Scanner Dimatix 1 ngmL™" (qualitative LOD durch [106]
(Antikarper) DMP- visuelle Inspektion)
2831¢
anionisches Poly- Testzone Colorimetrie  Digitalkamera keine De-  anionisches Polymer, [140]
mer, kationische  (Chromogen und Kofak- tails ver-  kationische Tenside: <1 mM
Tenside tor) fligbar
Glukose Testzone Colorimetrie  Spektrophotometer Epson 0-100 mm in Urin [121
(Enzyme) MET 4l
E. coli XL1, Testzone Colorimetrie  Scanner Epson Ar-  E. coli XL1, B. subtilius: 10° cfu [101]
B. subtilius (Enzyme und Substrate) tisan 50 (qualitative LOD durch visuelle

Inspektion)

[a] Piezoelektrischer Labordrucker. [b] Piezoelektrischer Desktop-Tintenstrahldrucker. [c] Thermischer Desktop-Tintenstrahldrucker. [d] Unterstrichene
Werte zeigen den linearen Bereich. [e] Fettgedruckte Werte beziehen sich auf die Nachweisgrenze (LOD). [f] Im Fall der Kombination mit immun-
magnetischer Trennung zur Vorkonzentration. [g] BET-Wert (,best estimated threshold“). *ATP: Adenosintriphosphat, ALP: Alkalische Phosphatase,
DBAE: 2-(Dibutylamino)ethanol, NADH: Nikotinamidadenindinukleotid, hCG: menschliches chorionisches Gonadotropin, BPE: 1,2-Bis (4-pyridyl)-
ethylen.
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weder zur mikrofluidischen Strukturierung, zur Auftragung
analytischer Testkomponenten oder zu beiden. In einigen
nicht weiter diskutierten Tabelleneintrdagen spielt der Tin-
tenstrahldruck nur eine Nebenrolle in der Fabrikation von
uPADs. Einige nichtmikrofluidische PADs wurden in Tabel-
le 3 aufgenommen, wenn es als niitzlich erachtet wurde, um
die besonderen Moglichkeiten und Vorteile des Tinten-
strahldruckes zu veranschaulichen. Andererseits wurden
WPADs mit gedruckten Elektroden fiir rein elektrochemische
Sensoren ausgeschlossen, da diese besser im Zusammenhang
mit gedruckten elektronischen Strukturen diskutiert werden.

Eine wichtige Schlussfolgerung aus Tabelle 3 ist die Tat-

tien auf colorimetrische Tests untersucht.”! Colorimetrische
Tests mit uPADs leiden hdufig unter inhomogener Farbent-
wicklung in den Testzonen, verursacht durch die Auflosung
von Reagentien und deren Abtransport im kontinuierlichen
Probefluss, was eine genaue quantitative Analyse durch di-
gitale Farbmessung verunmdoglicht. Die Geschwindigkeit und
die Flexibilitdt des Tintenstrahldruckes ermoglichen eine
vergleichsweise einfache geometrische Optimierung der Mi-
krofluidikstrukturen und der Anordnung von Testreagentien,
wie es in Abbildung 10 am Beispiel eines Proteinassays ge-

sache, dass tintenstrahlgedruckte (w)PADs eine breite Palette el “iaz E : |

von analytischen Anwendungen abdecken. Da der Tinten- i 3 E} = l

strahldruck kompatibel mit einer Reihe von Materialien ist, 2

lésst sich desst?n Anwendung au.f (WPADs gut mit deq An- wl Abtransport F:r‘;‘::txii':fng

wendungsbereichen von pPADs im Allgemeinen vergleichen b-1 b2 w

(z.B. biomedizinische, umweltrelevante oder Lebensmittel- _>,,/

qualititsassays). Die Tatsache, dass die Tinte einem Hitzepuls < 4 -i =-»

ausgesetzt ist, hat einige Bedenken beim Arbeiten mit emp- v tonsive. Sher

findlichen Biomolekiilen im thermischen Druckverfahren i B g inhomogene Farbe

erregt, aber es wurde experimentell nachgewiesen, dass dies v

nicht notwendigerweise ein Problem ist."*) Andererseits » » '

wurde dariiber berichtet, dass die beim piezoelektrischen

TintenausstoBBverfahren auftretenden groBen Scherkrifte kontinierlicher homogene
vor nach Farbe

eine Ursache von Proteinschidigungen sein konnen.['™
Daher ist eine experimentelle Abkldarung von Fall zu Fall
erforderlich.

Die wichtigste Stdarke des Tintenstrahldruckes als Ver-
fahren zur Auftragung von Komponenten analytischer Tests
liegt in seiner Flexibilitdt und Prézision. Drei besondere
Vorziige des Tintenstrahldruckes mit Bezug auf uPADs, die
nicht so leicht durch andere Ansitze erzielt werden konnen,
werden hier kurz eingefiihrt, bevor sie detaillierter im Zu-
sammenhang mit Beispielen in den folgenden Abschnitten
separat behandelt werden:

1) Prézise Auftragung und Anordnung von Reagentien in
pikolitergroBen Tropfchen von Reagentientinte zur Rea-
lisierung klar definierter Strukturen mit hoher rdumlicher
Prazision iiber einen weiten Bereich (um bis cm).

2) Wiederholtes Drucken auf ein und dieselbe identische
Zone (Mehrschichtdruck). Ein Austausch der Tinte zwi-
schen Druckzyklen ermoglicht das Auftragen von ver-
schiedenen Materialien in einer Anordnung dhnlich der
Schicht-um-Schicht(LbL)-Methode.

3) Jeder einfache Desktop-Tintenstrahldrucker eignet sich
zum simultanen Drucken mehrerer Reagentien in indivi-
duell kontrollierbaren Mengen aus mindestens 4 Tinten-
patronen.

5.1. Priizise Auftragung und Anordnung von Reagentien
5.1.1. Positionskontrolle und rdumliche Eingrenzung

In unserer ersten Arbeit auf dem Gebiet der tinten-
strahlgedruckten pPADs wurde der Einfluss der geometri-

schen Form der Testzonen und die Anordnung der Reagen-
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Zufluss

Probenauftrag Probenauftrag

Abbildung 10. Die Geometrie der Testzone und die Positionierung der
Testreagenzien beeinflussen die Farbverinderung nach Probenauftrag.
Jedes Feld zeigt die vierfache Proteinanalyse (1) vor und (2) nach Pro-
benauftrag: a) Reagentien in quadratischen Testzonen, b) Reagentien
in dreieckigen Testzonen, und c) Reagentien aufgetragen im Inneren
von Mikrofluidikkandlen vor quadratischen Testzonen (modifiziert mit
Genehmigung aus Lit. [7]. Copyright 2008 American Chemical Society).
Die Zeichnungen auf der rechten Seite erldutern die schematischen
Vorginge fiir jede Anordnung.

zeigt wird. Im Vergleich zu quadratischen Testzonen (Felder
a-1 und a-2) zeigen dreieckige Testzonen intensivere Farb-
danderungen (Felder b-1 und b-2), aber beide Formen sind
inhomogen gefiarbt. Dagegen fiihrt die Auftragung der Rea-
gentien in der Form einer diinnen Linie innerhalb der 550 um
breiten Mikrofluidikkanéle zu homogenen Farbumschldgen
in den Testzonen (Felder c-1 und c-2). Wihrend alle digitalen
Drucktechniken die Moglichkeit der raschen und flexiblen
Variation von Mikrofluidikstrukturen in Papier bieten, ge-
lingt einzig mit dem Tintenstrahldruck die Optimierung der
Reagentienanordnung mit der notwendigen rdumlichen Pré-
zision (550 um Kanal). Da es kein universelles uPAD-Design
gibt und eine Optimierung von Fall zu Fall erforderlich ist,
leisten die Flexibilitdt und hohe Prézision des Tintenstrahl-
druckes einen wichtigen Beitrag zur reproduzierbaren Fa-
brikation von pPADs mit optimierter Leistungsfahigkeit.
Ein sehr aktuelles Beispiel, das die Vorziige des Tinten-
strahldruckes hinsichtlich der prézisen rdaumlichen Kontrolle
demonstriert, ist die Auftragung eines Enzymes und des zu-
gehorigen Substrates in unmittelbarer Nihe (ca. 2 mm) auf
Papier.""!! Die optimale Geometrie, Dimensionen und die
Menge an aufgetragenen Reagentien wurden evaluiert, um
deren unkontrollierte Vermischung auf dem Papier zu ver-
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hindern. Zu diesem Zweck wurden [-Galactosidase und
Chlorphenolrot-f3-p-galactopyranosid (chromogenes Sub-
strat) mittels Tintenstrahldruck in unterschiedlichen Kon-
zentrationen und verschiedenen geometrischen Anordnun-
gen (Karo-, Gitter-, Schachbrettmuster usw.) aufgetragen. In
Kontakt mit Wasser gebracht, was die Diffusion des Enzyms
und Substrates ermoglicht, zeigte jedes Muster eine unter-
schiedliche Farbdnderung, was auf unterschiedliche Aktivitit
in Abhingigkeit des Layouts deutet (Abbildung 11).

\Pa

Farbumschlag

Kontakt mit Wasser ™\,

Vertikal

25% Transparenz 25% Transparenz

50% Transparenz Gitter 50% Transparenz

75% Transparenz Konfetti (kl) 75% Transparenz

D. Citterio et al.

schwinglichkeit fiir das Konzept der pPADs entscheidend ist,
ist eine Kostenminimierung durch Materialeinsparung und
optimierte Fabrikation zwingend.?>*! Uberraschenderweise
ist bei der Verwendung von Filterpapier das Papiersubstrat
der dominierende Kostenfaktor eines pPADs,*>!™ was die
effiziente rdaumliche Anordnung von Mikrofluidikstrukturen
zu einer wichtigen Uberlegung macht. Die Forderung nach
geringen Probenvolumina in der medizinischen Diagnostik
wurde vor kurzem mit einem antikorperfreien Test fiir ein
biologisches Protein in Tranenflussigkeit auf
einem WPAD demonstriert.” Weil das fiir
eine Analyse zur Verfiigung stehende Volu-
men menschlicher Tranenfliissigkeit ver-
gleichsweise gering ist (typischerweise 10 pul
bei gesunden Probanden, <3 pL bei Au-
genpatienten), wurde ein entsprechend
kompaktes pPAD entwickelt, um eine Ana-
lyse mit 2.5 uL Trdnenprobe zu gewéhrleis-
ten (Abbildung 12). Im Fall der manuellen
Auftragung der Reagentien in eine 3 x 3 mm?

Vertikal

Gitter

Konfetti (kl)

Kreis Konfetti (gr) Kreis Konfetti (gr) . i .
‘ grof3e Testzone durch Mikropipetten war die
Karo Schachbrett (gr) Karo Schachbrett (gr) erreichte  Signalhomogenitdt nicht ver-
Flechtwerk Schachbrett (kl) Flechtwerk | Schachbrett (k) Q{{& gleichbar mit derjenigen bei der Auftragung
. . durch Tintenstrahldruck.
gedruckte geometrische Anordnung Farberscheinung

Abbildung 11. Gedruckte geometrische Anordnungen von Enzym und Substrat (Bilder
links), und deren Farberscheinung nach erfolgter Farbreaktion durch Eintauchen in Wasser

5.1.2. Drucken von Test-/Kontrolllinien fiir
Lateralfluss-lImmunassays

(Bilder rechts). Modifiziert mit Genehmigung aus Lit. [101]. Copyright 2014 American Che-

mical Society.

Wenn mehrere Reagentien in diskreten Zonen eines
einzelnen PPADs immobilisiert werden miissen, ist die
Wechselwirkung zwischen benachbarten Komponenten un-
erwiinscht. Ein Problem bei der Auftragung von Reagentien
mit nicht-tintenstrahlbasierten Methoden ist die Tatsache,
dass die kleinstmoglichen Tropfenvolumina oft deutlich
groBer sind. Dies wird bei Substraten basierend auf Papier
rasch zu einer Herausforderung, da ,,liberschiissige” Tinten-
fliissigkeit angetrieben durch Kapillarkréfte zu deren sofor-
tiger Verbreitung fithrt. Dies trifft selbstverstdandlich fiir ma-
nuelles Pipettieren zu, aber auch fiir Kontaktdruck durch
einen Nadel-Spotter. Wihrend letzterer theoretisch eine
dhnliche Auflosung wie ein Tintenstrahldrucker erzielen
kann,"? kommt es beim Druckprozess zu einem direkten
Kontakt zwischen dem Papiersubstrat und dem mit Tinte
beladenen Dispenser. Dabei besteht die Gefahr, dass die
Kapillarwirkung des Papiers zu einer Saugwirkung fiir tiber-
schiissige Tinte aus der Offnung der Nadel fiihrt. Beispiels-
weise wurde eine wesentliche Reagentienausbreitung mit
schlechter Reproduzierbarkeit aufgrund der grof3en Dosier-
volumina (ca. 100 nL) und der Kapillarwirkung durch die
porose Substratstruktur fiir den Kontaktdruck auf Papier-
substrate (Kopierpapier und reines Zellulose-Chromatogra-
phiepapier) beobachtet.'”)

Die einzige einfache Alternative zur Verhinderung dieser
Reagentienausbreitung und Vermischung ist der Wechsel zu
grofleren pPADs. Doch eine solche Maf3stabsvergroflerung ist
unweigerlich mit hoheren Kosten und dem Bedarf nach
einem grofleren Probevolumen verbunden. Da die Er-
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Lateralfluss-Immunassays (LFIAs) sind

gingige biochemische Testverfahren, wie sie

fiir Schwangerschaftstests oder zur Diagnose von Infekti-
onskrankheiten zum Einsatz kommen.!'” Diese geben ent-
weder qualitative (positiv/negativ) oder quantitative (Ana-

a) b)
3mm_ 2.8 mm
EI 1 mm

Testzone mit
TbCl,

Vorbehandlungszone
mit NaHCO,

Abbildung 12. pPAD zur Quantifizierung von Lactoferrin in menschli-
cher Tranenflissigkeit basierend auf der Sensibilisierung von Tb**-
Fluoreszenzemission: a) Skizze; die schwarzen Linien markieren die
durch Tintenstrahldruck von UV-hirtender Tinte gefolgt von Photopoly-
merisation erhaltenen hydrophoben Barrieren, b) Foto einer Mikroflui-
dikstruktur, die durch Lebensmittelfarbstofflésung sichtbar gemacht
wurde, c) schematische Darstellung der Analyse menschlicher Trinen-
fliissigkeit und d) Fluoreszenzemission von der Testzone unter UV-Be-
leuchtung nach Auftragung von Standardlésungen verschiedener Kon-
zentrationen. Modifiziert aus Lit. [92] mit Genehmigung der Royal So-
ciety of Chemistry.
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lytmenge) Resultate in Form einer Farbe auf einer Testlinie
und zeigen das Ende des Tests durch Erscheinen einer Farbe
auf einer Kontrolllinie an. Zur Erstellung dieser Linien
werden iiblicherweise Antikorper oder Antigene (Immun-
reagentien) in der Form eines Linienmusters angeordnet. Das
Zeichnen einer klaren Testlinie ist essenziell fiir die Reali-
sierung préziser und genauer quantitativer Tests.

Unsere Arbeitsgruppe hat versucht, einen LFIA-Test auf
einem einzigen Blatt Zellulosefilterpapier zu entwickeln.’!
Mikrofluidikstrukturen sowie die Test- und Kontrolllinien
wurden mittels Tintenstrahldruck angefertigt (Abbil-
dung 13a). Um die Ausbreitung der Immunreagentien wih-

1) Hydrophobisierung

\\ mit Polystyrol
\\

_—
2) Tintenstrahl- 3) Tintenstrahl-
Strukturierung von Auftragung von
Test-/Kontrolllinien Antikérpern
I /y
¢
_—
4) Tintenstrahl- 5) Block- 6) Pipettieren von

Strukturierung des
vollstandigen Kanals

Behandlung Gold-markiertem
Antikorper

b) (o 1]
[
_— _
Tintenstrahl- Strukturierung
Auftragung von der restlichen
lokal ges M Antikérpern Zonen
lokal geatztes Muster L
okal geatztes Muster Klar definierte
1N Test-/Kontrolllinien
[ Test-/Kontrolllinien
- mit Ausbreitung
Tintenstrahl-
Auftragung von
komplette Antikorpern

Mikrofluidikstruktur

Abbildung 13. a) Herstellung von tintenstrahlgedruckten LFIA-Systemen auf Filterpa-
pier (modifiziert aus Lit. [91] mit freundlicher Genehmigung durch Springer Science
and Business Media.). b) Drucken der Immunreagentien in lokal gedtzte hydrophile
Zonen vor der mikrofluidischen Strukturierung fiihrt zu besser definierten Test-/Kon-
trolllinien (obere Reihe) als das Drucken in vorstrukturierte Mikrofluidikstrukturen

(untere Reihe).

rend wiederholter Druckzyklen zu verhindern, wurden diese
anstelle von vollstdndigen Mikrofluidikstrukturen in schmale
tintenstrahlgeétzte, von hydrophoben Barrieren umgebene
Zonen aufgetragen. Obwohl dieses Vorgehen einen zusétzli-
chen Strukturierungsschritt erfordert, ist es hilfreich, um die
Reagentien in einem klar definierten Bereich zu begrenzen
(Abbildung 13b).

Dieser Ansatz zur Begrenzung der Linien kann nur durch
die Strukturierungsmethode basierend auf Atzen realisiert
werden. Doch selbst das direkte Tintenstrahldrucken von
Immunreagentien in Mikrofluidikstrukturen resultiert immer
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noch in klaren Linien, da die kleinen Tropfchenvolumina le-
diglich zu geringer Ausbreitung der ausgestof3enen Tinte auf
dem Papier fithren. Dies wurde anhand eines LFIA fiir
Morphin durch gedrucktes rekombinantes Anti-Morphin-
Fragment auf Papiersubstraten gezeigt.!'"” Neben den soeben
genannten Beispielen wurde eine Reihe weiterer klinisch
relevanter Antikorper (z.B. Anti-C-reaktives Protein,!?71%!
Anti-Cholera-Toxin,'” Antikorper fiir Zytokine, Brust-
krebsbiomarker, krebsbedingtes Protein,''”) Anti-Tumor-
Nekrosefaktor a))"'! erfolgreich durch Tintenstrahldruck auf
verschiedene Substrate aufgetragen.

5.2. Drucken von Schichtstrukturen

Haufig werden fragile analytische Testkom-
ponenten wie Enzyme und Antikérper in pnPADs
integriert. Deren Lagerstabilitdt auf Papiersub-
straten ist entscheidend was die praktische An-
wendung betrifft.

Kieselerde aus Sol-Gel-Vorstufen ist ein leis-
tungsfihiges Material um die Robustheit von
Biomolekiilen zu verstirken."? Es ist seit Jahr-
zehnten bekannt, dass in hydrolysierte (und kon-
densierte) Kieselerde-Matrices verkapselte Bio-
molekiile eine erhohte Lebensdauer aufwei-
sen.¥ Im Jahr 2009 wurde diese Strategie durch
die Arbeitsgruppe von Brennan erstmals auf
proteinbasierte uPADs angewendet.""* Die Au-
toren verlieBen sich auf Tintenstrahldruck, um
eine Kieselerde-Sol-Gel-Testzone mit verkapsel-
tem Enzym fiir einen Papierteststreifen zu kon-
struieren. Herkommlich verwendete man dazu
Tauch-/Schleuderbeschichtung oder Sprayen, aber
diese Techniken konnen die Anforderungen in
Bezug auf Produktivitit, sparsame Reagentien-
nutzung oder Miniaturisierung nicht erfiillen. Das
direkte Drucken von enzymbeladener Kieselerde
ist nicht moglich, da die Gelbildung der Tinte ein
Verstopfen der Druckdiisen verursacht. Der
schrittweise Druck einer kationisch geladenen
Unterlage (Polyvinylamin, PVAm), gefolgt von
einer ersten Kieselerde-Sol-Gel-Vorlduferschicht,
einer  Enzymschicht  (Acetylcholinesterase,
AChE) und einer zweiten Kieselerde-Sol-Gel-
Vorlduferschicht resultierte in einer Schichtstruk-
tur (Abbildung 14 a). Eine detaillierte morpholo-
gische Untersuchung zeigte, dass die derart kon-
struierten Schichten einige zehn Nanometer diinne Be-
schichtungen von Kieselerde-Verbundmaterialien auf den
Zellulosefasern bildeten.'™”! Diese schichtweise Biotinten-
struktur wurde zur Anwendung auf uPADs fiir die Detektion
von Pestiziden!""11%1 und giftigen Schwermetallen!"'”! ange-
passt, dessen Signalisierung auf der Desaktivierung des ver-
kapselten Enzyms (AChE oder B-Galactosidase) beruht.
Ferner wurde dieser Ansatz auch auf die Verkapselung von
Enzymsubstraten angewendet, wodurch das Anwendungsge-
biet auf den Nachweis von Lebensmittel-Pathogenen (E. coli
BL21 und E. coli O157:H7) durch Messung derer intrazellu-
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migung aus Lit. [120]. Copyright 2012 American Chemical Society.).

laren Enzyme ausgeweitet wurde.""® Es kann er-
wartet werden, dass basierend auf diesem Kon-
zept weitere klassische enzymatische Tests sowie
andere Kombinationen von Enzymen und Sub-
straten fiir den Nachweis von Bakterien!""”) flexi-
bel auf PADs integriert werden koénnen.

Ein  dhnlicher tintenstrahldruckbasierter
Ansatz fiir eine Schicht-um-Schicht-Struktur )

Em

kationisches
Po|ymer W

Abbildung 14. Strategien zur Enzymverkapselung und Stabilisierung durch tintenstrahl-
aufgetragene Schichtstrukturen: a) aus Kieselerde-Sol-Gel-Materialien (modifiziert mit
Genehmigung aus Lit. [114]. Copyright 2009 American Chemical Society.) und b) aus
einem Paar von positiv/negativ geladenen Polymermaterialien (modifiziert mit Geneh-

D. Citterio et al.

Kontrolle der abgegebenen Menge eines ein-
zelnen Reagens (Abbildung 15a), sondern
bietet auch die Moglichkeit, Reagentien auf
dem Substrat zu mischen (Abbildung 15b) oder
als Konzentrationsgradient aufzutragen (Ab-
bildung 15¢), wobei all dies alleine durch die
Anpassung der Farbmuster in einer Graphik-
Software geschieht. Es gibt neben dem Tinten-
strahldruck wohl keine andere Methode, mit
der Gradienten von analytischen Reagentien
derart einfach aufgetragen werden konnen.
Erstaunlicherweise wird diese Eigenschaft von
Tintenstrahldruckern bisher nur sehr selten fiir
die Entwicklung von uPADs eingesetzt.

Ein Beispiel, in dem die Strategie zur Mi-
schung mehrerer Reagentien auf Papier klug
eingesetzt wurde, ist das Hochdurchsatz-Scree-
ning des optimalen Molverhiltnisses von Rea-
gentien in einer Mehrkomponentenreaktion,
wie es kiirzlich zur Konstruktion eines Multi-
Enzym-Systems auf einem Papiersubstrat mit-

[ Patronen mit verschiedenen Tinten ]

wurde zur Enzymstabilisierung und Immobilisie-

SN

rung zwischen alternierenden Schichten eines <
kationischen und eines anionischen Polymers
realisiert."”” Tyrosinase wurde zwischen kationi-
schem Chitosan und anionischem Natriumalginat
aufgetragen, nachdem Pentanatriumtriphosphat
(NaTPP) als Stabilisator und Vernetzer gedruckt
wurde (Abbildung 14b). Durch elektrostatische
Adsorption verkapselte Tyrosinase wies dank der
biokompatiblen Mikroumgebung aus Chitosan
und Alginat eine auflerordentliche Stabilitdt auf
(92% verbleibende Aktivitdt nach 260 Tagen bei
Raumtemperatur, 99 % nach 54 Tagen und 97 %
nach 260 Tagen im Kiihlschrank oder Tiefkiihler). Dieser
Ansatz ist ein weiteres Beispiel einer einfachen Herstel-
lungsmethode fiir PADs mit immobilisiertem Enzym verlédn-
gerter Haltbarkeit.

5.3. Simultanes Drucken mehrerer Reagentien

Eine der niitzlichsten Eigenschaften normaler Desktop-
Tintenstrahldrucker ist die Verfiigbarkeit von mindestens vier
Tintenpatronen (Cyan, Magenta, Gelb und Schwarz), was
theoretisch das simultane Auftragen von vier Materialien
ermoglicht. Ein Tintenstrahldrucker ermdéglicht dadurch
nicht nur die Erstellung von seriell verdiinnten Punkten durch
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Abbildung 15. Konfiguration der Druckfarbe erméglicht die Auftragung mehrerer
Tinten mit verschiedenen Merkmalen: a) Transparenzwerte veridndern die Menge
eines einzelnen Reagens, b) CMYK-Werte fithren zur unabhingigen Kontrolle der
ausgestoflenen Mengenverhiltnisse aus individuell adressierbaren Patronen, die mit
verschiedenen Reagentien gefiillt sind, und c) Farbgradienten innerhalb einer einzel-
nen Grafik definieren einen kontinuierlich zunehmenden (abnehmenden) Konzentra-
tionsgradienten von Reagentien.

tels Tintenstrahldruck demonstriert wurde.'™ In dieser
Studie wurden zwei Sitze von Enzymkombinationen (GOx/
HRP, Diaphrose (DP)/Alkoholdehydrogenase (ADH)) in
verschiedenen Verhiltnissen aufgedruckt, mit dem Ziel, die
hochste Effizienz der bienzymatischen Reaktionen zu erhal-
ten. Nachdem eine gute Ubereinstimmung zwischen dem
voreingestellten (CMYK-Farbwerte der Graphik-Software)
und dem ausgedruckten Mengenverhiltnis (beurteilt anhand
fluoreszenzmarkierter Enzyme) aufgezeigt werden konnte,
wurden die Enzymverhiltnisse zur maximalen Reaktions-
ausbeute (GOx/HRP 2:8, DP/ADH 5:95) bestimmt (der Fall
von GOx/HRP ist in Abbildung 16 gezeigt). Dank der Vor-
ziige des Tintenstrahldruckes konnten die zur Enzymver-
hiltnisoptimierung erforderliche Zeit und der Arbeitsauf-
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Abbildung 16. Optimierung der Reagentienverhiltnisse basierend auf
simultanem Tintenstrahldruck von Materialien: a) Farben erzeugendes
bienzymatisches System, b) voreingestellte Farbe und Farbe nach enzy-
matischer Reaktion. Die intensivste Farbe (Gelb/Cyan 20:80) kenn-
zeichnet das optimale Molverhiltnis von GOx/HRP. Modifiziert von
Lit. [121] mit Genehmigung der The Royal Society of Chemistry.

wand im Vergleich zu herkdmmlichen enzymatischen Tests
drastisch reduziert werden.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Der Tintenstrahldruck stellt eine vielversprechende
Technologie zur Entwicklung hochfunktionalisierter puPADs
dar, doch es muss auf einige inhdrente Schwichen hingewie-
sen werden. Wihrend der digital kontrollierte Druckprozess
eine rasche und flexible Anderung der Druckmuster ermog-
licht, wird das eigentliche gedruckte Bild durch die Punkt-fiir-
Punkt Auftragung von Tintentropfchen erstellt. Als Folge
davon ist dieser Vorgang langsamer als Platten- oder Sieb-
druck, wo das gesamte Muster in einem einzigen Schritt auf
das Substrat iibertragen wird. Daher kann der Tintenstrahl-
druck in Féllen, wo eine groB3e Zahl identischer Strukturen
ohne Notwendigkeit hoher Auflosung reproduziert wird, in
Bezug auf die Geschwindigkeit nicht mit anderen Druck-
techniken mithalten.

Das begrenzte Fenster der Tintenviskositdt und Oberfli-
chenspannung kann gelegentlich die Vielseitigkeit des Tin-
tenstrahldruckes mindern. Insbesondere kann ein erforderli-
cher Zusatz von Tensiden in denjenigen Fillen problematisch
sein, wo zur Herstellung von pPADs Tinten basierend auf fiir
Denaturierung anfilligen Proteinen verwendet werden. Im
Fall des Druckens von Nanopartikeln fiihren deren Disper-
sionsstabilitdt in der Tintenfliissigkeit und deren Durchmes-
ser zu weiteren Einschrankungen der Tintenzusammenset-
zung.

Die Moglichkeit der Auftragung von Materialtinten in
Pikolitervolumina in fein abstimmbaren Strukturen mit hoher
rdaumlicher Auflosung ist eine einzigartige Stirke des Tin-
tenstrahldruckes. Es wurde in diesem Aufsatz mehrfach de-
monstriert, dass sogar gewoOhnliche Desktop-Tintenstrahl-
drucker zur Herstellung von pPADs mit mikrometergrof3en
Strukturmerkmalen geeignet sind. Die Kombination von
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Mikrofluidik basierend auf Papier mit dem bewihrten Tin-
tenstrahldruck von funktionellen Materialien oder Biomate-
rialien bildet einen interessanten Ansatz zur Entwicklung
von Systemen, die nicht nur kostengiinstiger, sondern — was
noch wichtiger ist — innerhalb kurzer Zeit realisiert werden
konnen. Dadurch wird eine schnelle Reaktion auf hochst
aktuelle gesellschaftliche Herausforderungen ermoglicht,
zum Beispiel bei der Seuchenbekdmpfung. Ein kiirzlich vor-
gestelltes, wenn auch nicht direkt tintenstrahlbezogenes Bei-
spiel, ist ein Gen-Netzwerk mit mRNA-Sensoren basierend
auf Papier, das entwickelt wurde, um zwei Stimme von
Ebola-Viren aus dem Sudan und Zaire zu unterscheiden.?

Durch Tintenstrahldruck erhaltene pPADs stehen noch
am Anfang ihrer Entwicklung, was zu vielféltigen Heraus-
forderungen und Méglichkeiten fiihrt. Die Formulierung von
Tintenzusammensetzungen ist eine zentrale Aufgabe beim
Tintenstrahldruck. Jedes funktionelle Material erfordert eine
spezifische Tintenzusammensetzung, um konsistente Struk-
turen auf Papiersubstraten ohne Verstopfung der Druckdiisen
zu erhalten. Es mag der Traum eines Wissenschaftlers sein,
einen Rheologie-unabhingigen Tintenstrahldrucker zu
haben, der mit einer Art universeller Tinte mit verschiedenen
chemischen Komponenten wie Proteinen, organischen Farb-
stoffen, Zellen, anorganischen und organischen Nanoparti-
keln und anderen funktionellen Materialien auskommt. In
Wirklichkeit aber diirfte eine solche Technologie in naher
Zukunft nicht erhiltlich sein, womoglich wird sie niemals
realisiert. Daher stellen der Fokus auf neue chemische Tinten
und das Drucken von physikalischen oder biologischen Mi-
krostrukturen (2D oder 3D)!Z1®1 auf Zellulosesubstrate
einen realistischeren unmittelbaren Forschungsansatz in
Richtung einer erhohten Vielfdltigkeit niitzlicher funktio-
neller tintenstrahlgedruckter uPADs dar.

Wir danken fiir die finanzielle Unterstiitzung durch das Japa-
nische Umweltministerium, durch Nestec Ltd. (Vevey,
Schweiz) und durch die Japan Science and Technology Agency
(JST-SENTAN).
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