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Glava 1

Uvod

Razvoj savremenih tehnologija uslovio je pojavu novih, multifunkcionalnih sistema,
koji sadrze veliki broj integrisanih funkcija. Multifunkcionalni sistemi (mehanicki, flu-
idi¢ni, elektromehanic¢ki, termalni itd.) se minijaturizuju u cilju dobijanja portabilnih
uredaja visestruke namene. Osamdesetih godina ova istrazivanja rezultuju novom oblasé¢u
poznatom kao MEMS! (mikroelektro-mehanicki sistemi). Razvijanjem ove oblasti se po-
javljuju niz primena u hemijskim, bioloskim i biomedicinskim istrazivanjima kada ma-
nipulacija tokom fluida dovodi do izdvajanja nove discipline - mikrofluidike.

Predmet istrazivanja mikrofluidike je manipulacija malim koli¢inama tec¢nosti u jed-
nom ili vise mikrokanala. Savremena mikrofluidika prerasta u koncept laboratorije-na-
¢ipu jer u sebi integrise veliki broj funkcija - od mesanja tecnosti, izdvajanja cestica, am-
plifikacije DNK, biosenzora do pratece elektronike i optike za detekciju. Ovakvi sistemi
unose zhacajne promene u hemijskim i mikrobiolo§kim istrazivanjima, kao i u medicin-
skim i farmaceutskim analizama.

Cilj istrazivanja master rada je realizacija mikrofluidi¢nog ¢ipa za separaciju mikroces-
tica po veli¢ini primenom tehnike uStinutog toka koriS¢enjem nove hibridne tehnologije
izrade mikrofluidi¢nih ¢ipova.

Master rad u uvodnom delu sadrzi kratak istorijski razvoj mikrofluidike, pregled
aktuelnih tehnologija izrade mikrofluidi¢nih c¢ipova i opis fizickih veli¢ina neophodnih za
razumevanja principa rada realizovanog mikrofludi¢nog ¢ipa. Druga glava master rada
posvecena je tehnici uStinutog toga, njenom principu rada, moguéim primenama, kao i
nacinama kojim se mogu unaprediti njene separacione performanse. U ovom delu dat
je i detaljan pregled svih tehnika za separaciju cestica primenom ustinutog toka pred-
lozenih u literaturi, ukljucujéi tehniku ustinutog toka sa pregradom, tehniku ustinutog
toka sa asimetri¢nim granama i njenim unapredenim verzijama, tehniku ustinutog toka
sa efektom inercije, elasto-inercijalnu tehniku ustinutog toka, tehniku ustinutog toka sa

optickim dejstvom, tehniku ustinutog toka sa akusti¢nim mehurom, tehniku ustinutog

lengl. microelectro-mechanical systems
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toka sa regulatornim ventilom kao i gravitacionu separaciju Cestica po veli¢ini.

Realizacija mikrofluidi¢nog ¢ipa podrazumeva nekoliko koraka: projektovanje, gde
se geometrija ¢ipa dizajnira primenom nekog od softverskih alata i ispituje uticaj razlic¢itih
parametara na njegove performanse, zatim izrada optimizovanog ¢ipa, karakterizacija i
testiranje.

Optimizacija parametara mikrofluidi¢nog ¢ipa za separaciju mikrocestica uradena
je u softveru Comsol Multiphysics. Ispitan je uticaj razli¢itih geometrijskih parametara
kao i uticaj brzine fluida na ulazima u mikrofluidi¢ni ¢ip na separacione performanse.

Odabirom parametara za koje su separacione performanse mikrofluidi¢nog ¢ipa na-
jbolje, ¢ip je realizovan primenom nove hibridne tehnologije izrade. Hibridna tehnologija
izrade podrazumeva lasersko secenje dizajna ¢ipa u nesinterovanim LTCC trakama, koje
je sastavni deo LT CC tehnologije izrade ¢ipova i secenje odgovarajuceg dizajna PVC folija
kao u procesu ksirografije. Dobijeni slojevi se u procesu laminacije spajaju i formiraju
mikrofluidi¢ni ¢ip. Fabrikovan ¢ip je testiran na razdvajanje Cestica polena po veli¢ini, a
rezultati testiranja pokazuju da se Cestice razli¢itih dimenzija mogu razdvojiti po veli¢ini
u mikrofluidi¢nom ¢ipu napravljenom u ovoj novoj jeftinoj tehnologiji.

Istrazivanja za master rad sprovedena su na institutu BioSens u Novom Sadu u grupi
za nano i mikroelektroniku. Rezultati master rada daju dobru osnovu za dalji rad, otklan-
janje utvrdenih nedostataka i poboljSanje separacionih performansi ovog mikrofluidi¢nog
¢ipa. Nakon dodatnih istrazivanja i testiranja uspesnosti realizacije mikrofluidi¢nog ¢ipa
za separaciju polena u novoj hibridnoj tehnologiji izrade ¢ipova ocekuje se publikacija

svih rezultata prikazanih u master radu u medunarodnom c¢asopisu.



Glava 2

Mikrofluidika

2.1 Pojam mikrofludike i njene primene

Mikrofluidika je mlada oblast nauke i tehnologije ¢iji je predmet istrazivanja manip-
ulacija malim koli¢inama te¢nosti kako unutar mikrokanala, tako i na otvorenom pros-
toru. Malim zapreminama tec¢nosti, reda mikro, nano i pikolitra manipuliSe se unutar
mikrokanala ¢ija je jedna dimenzija mikrometarske veli¢ine. Velika primena mikroflu-
idike u farmaciji, medicini i biologiji dovodi do ubrzanog razvoja ove oblasti i menjanja
standardnih postupaka razli¢itih analiza kompaktnijim i brzim minijaturizovanim sis-
temima |[1-5|.

Prva primena mikrofluidike datira iz 1977. godine kada su mlaznice sa mastilom
otvora 10-100 pm iskoriS¢ene za poboljSanje preciznosti i brzine rada ink-jet Stampaca.
Mlaznice sa mastilom oblika piramida sa otvorima na vrhu fabrikovane su ecovanjem
na substratu silicijuma [6,7]. U okviru hemijskih istrazivanja prva primena mikroflu-
idi¢nih sistema se javlja pri minijaturizaciji sistema za primenu u molekularnoj anal-
izi. Metode gasne hromatografije, te¢ne hromatografije visokih performansi i kapilarne
elektroforeze prave revoluciju u hemijskoj analizi jer kombinovane sa laserskom detekci-
jom omogucavaju istovremenu visoku osetljivost i veliku rezoluciju merenja. Kako su se
ove metode pokazale kao veoma uspesne, javlja se potreba za kompaktnim i viSenamen-
skim sistemima za Siru primenu u hemijskim i bioloskim istrazivanjima. Jedan od prvih
pokusSaja stvaranja minijaturizovanog sistema za ove analize uraden je 1979. godine, kada
je realizovan minijaturni sistem za analizu gasa, ¢iji se rad zasniva na principu gasne hro-
matografije [8]. Veliki doprinos razvoju mikrofluidike dao je i ubrzani razvoj savremenih
tehnologija i mikroelektronike. Prvi mikrofluidi¢ni sistemi realizovani su u silicijumskoj
tehnologiji koja se pokazala kao uspesna u mikroelektronici i pravljenju MEMS uredaja.
Medutim, ispostavilo se da ovi materijali nisu pogodni za bioloska istrazivanja sa zivim
¢elijama, a ujedno i nepogodni za primenu konvencionalnih optickih metoda ispitivanja

zbog neprozirnosti silicijuma za vidljivo i UV zracenje. Zato je dalji razvoj mikrofludike



GLAVA 2. MIKROFLUIDIKA

bio usmeren na razvoj novih tehnologija izrade mikrofluidi¢nih ¢ipova i upotrebu novih
materijala [9,10].

Mikrofluidi¢ni sistemi za razli¢ite primene se prave u formi mikrofluidi¢nih ¢ipova.
Mikrofluidi¢ni ¢ip sadrzi jedan ili vise mikrokanala, koji su u zavisnosti od tehnologije
izrade 1 primene ¢ipa ukalupljeni ili ugravirani u razli¢ite materijale [11]. Mikrofluidi¢ni
¢ipovi poseduju otvore koji omogucavaju ulaz i izlaz te¢nosti, a odgovarajué¢im dizajnom
mikrokanala omoguéeni su razli¢iti vidovi manipulacije fluidom u njegovoj unutragnjosti.
Razli¢iti vidovi manipulacije fluidom u unutra$njosti ¢ipa dovele su do razvoja razli¢itih
komponenti mikrofluidi¢nih ¢ipova kao $to su mikro-pumpe [12], mikro-ventili [13], mikro-
mesaci [14], separatori Cestica [15] itd.

Velika prednost primene mikrofluidi¢nih sistema u hemijskim i bioloskim istrazi-
vanjima su upotreba malih koli¢ina reagenasa za eksperimente, a razvojem slozenijih
mikrofluidi¢nih sistema omoguéena je i vec¢a osetljivost detekcije. Primera radi, ukoliko
se linearne dimenzije sistema smanje 10° puta, zapremina sistema se smanji 10° puta,
tako da se umesto 1 11ili 1 ml uzorka, u mikrofluidi¢nim sistemima koristi 1 nl ili 1 pl.
Ovako male zapremine omogucavaju brzu analizu, efikasnu detekciju i ne zahtevaju ve-
liku koli¢inu uzorka pri upotrebi. S druge strane, mikrofluidi¢ni sistemi su pogodni za
prenoSenje i zbog jeftine proizvodnje pogodni za masovnu upotrebu. Na slici 2.1.1 pred-
stavljeno je postepeno usloznjavanje mikrofluidi¢nih sistema, od jednostavnog kanala (a),
mikro-mesaca (b), do slozenog sistema koji sadrzi integrisane mikrofluidi¢ne kanale i

elektronske komponente (c).

Slika 2.1.1: Stepen razvoja mikrofluidiénih cipova (a) Mikrofluidicni kanal (b)
Mikro-mesac¢ (¢) Laboratorija-na-cipu

Savremeni mikrofluidi¢ni ¢ipovi integrisu mikro-pumpe, mikro-ventile, mikro-mesace,
separatore Cestica, elektronske i opticke komponente u slozene sisteme nazvane Laboratorija-
na-¢ipu (LOC)!. Kompaktnost i male dimenzije LOC sistema omoguc¢avaju koris¢enje
malih koli¢ina uzoraka i precizno kontrolisanje uslova u kojima se uzorak nalazi. Ovi
uslovi su pogodni za istrazivanja biologije c¢elije, gde istraziva¢i mogu posmatrati uticaj
injektovanih supstanci na uzgajane c¢elijske kulture pod strogo kontrolisanim uslovima.

Dimenzije kanala unutar LOC sistema su reda veli¢ine dimenzija nekih ¢elija, tako da

lengl. Lab-on-a-chip
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se po prvi put u bioloSkim istrazivanjima javlja mogué¢nost manipulacije i detekcije na
nivou pojedinacnih celija. U okviru biomedicinskih istrazivanja tehnike separacije ces-
tica u mikrofluidici imaju znac¢ajnu primenu u preciznoj dijagnostici i pra¢enju bolesti.
Tako se na primer srpasta anemija moze detektovati usled specificnog oblika crvenih
krvih zrnaca, a moguca je primena i u detekciji metastaze raka izolovanjem cirkulisuc¢ih
¢elija tumora od drugih hematoloskih ¢elija. Prednost ovakvog razdvajanja bolesnih od
zdravih ¢elija je izbegavanje uobicajeno koris¢enih antitela za njihovu detekciju. Na taj
nacin je obezbedena dovoljno precizna metoda, a i smanjeni su troskovi skupih reagenasa.
LOC sistemi nalaze primenu i u preciznom doziranju lekova za pacijenta jer se u okviru
jednog ¢ipa moze obezbediti platforma i za sintezu leka i za njegov transport do obolelog
mesta. SloZeniji mikrofluidi¢ni sistemi omogué¢avaju i POC? analize odnosno trenutnu
dijagnostiku pomoc¢u prenosivih sistema [16].

3 sistema [17].

Novija istrazivanja su usmerena i na pravljenje tzv. Organ-na-¢ipu
Kako su mikrofluidi¢ni kanali istih dimenzija kao i krvni sudovi, moguce je napraviti
sistem mikrofluidi¢nih kanala ¢ija je uloga oponasanje odredenih organa. U okviru ak-
tuelnih istrazivanja napravljeni su sistemi koji imitiraju pluca [18|, bubrege [19], jetru [20],
kozu [21], srce [22] itd. Motiv ovih istrazivanja je primena mikrofluidi¢nih sistema za te-
stiranje lekova, tako da se u buduc¢nosti prestane sa testiranjem lekova na zivotinjama.

Primenom Organ-na-¢ipu sistema omogucilo bi se testiranje dejstva lekova na sistemu

.....

2.2 Fizika mikrotoka

2.2.1 Karakteristike mikrotoka

Pri analizi fizickih svojstava mikrosistema veliki broj informacija se moze dobiti
bez ulazenja u detalje matematickog opisa koristeéi skaliranje. Razliciti efekti, npr. za-
preminske i povrSinske sile, skaliraju se sa dijametrom kanala ili veli¢inom posmatranog
sistema. Pri skaliranju se posmatra promena fizicke veli¢ine sa promenom dimenzija sis-
tema L, dok su ostale veli¢ine kao Sto su pritisak, temperatura itd. konstantne. Na
osnovu ove analize moze se zakljuciti koje pojave uti¢u na ponaSanje sistema, a koje
pojave se mogu zanemariti. Osnovna razlika izmedu makro i mikrotokova se ogleda u
dominaciji povrsinskih sila u odnosu na zapreminske. Za razliku od makrotokova kod
mikrotokova je sila inercije zanemarljiva u odnosu na povrsinske efekte. Efekti trenja,
elektrostaticka sila i viskozne sile rastu sa smanjenjem veli¢ine mikrofluidi¢nog uredaja.

Svojstva fluida koja su funkcije povrSine imaju veéi uticaj na fluid nego svojstva koja

Zengl. Point-of-care
3engl. Organ-on-a-chip
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zavise od zapremine fluida. Ova osobina se moze predstaviti odnosom:

Povrsina L 1

mﬁxﬁzzmm (2.2.1)
gde je L karakteristicna dimenzija mikrosistema, uglavnom reda veli¢ine 1 pum. Izraz
(2.2.1) ilustruje znacaj povrsinskih efekata pri smanjivanju dimenzija sistema. Uredaji
dimenzija od 1 mm do 1 pym se nazivaju mikrofluidi¢nim, dok se uredaji manji od 1 um
nazivaju nanofluidi¢nim. Na nanoskali dinamika fluida i interakcije unutar nanosistema
sa povrSinama suda su drugacije u odnosu na makrosisteme pa se tok tecnosti posmatra
kao granularni tok, a tok gasa kao razredeni. Pri toku fluida uz zid suda ne mogu se
zanemariti povrSinska hrapavost zida, elektrokineticka interakcija, viskozno zagrevanje,
anomalna difuzija, pa ¢ak i kvantni hemijski efekti izmedu cestica fluida i ¢estica suda.
Kao rezultat, kontinualna hipoteza, koja je osnova pri modelovanju makrotokova, vise se

ne moze primeniti [23].
Intermolekularne sile u te¢nosti ukljuc¢uju kvantnu i elektri¢nu prirodu s obzirom na
to da je svaki molekul okruzen drugim molekulima na atomskom rastojanju. Interakcija

izmedu para molekula u te¢nosti se moze opisati Lenard-DZonsovim potencijalom®*:
o 12 o\ 6
Vis(r) = 46[(—) . (—) ] (2.2.2)
r r

gde je r rastojanje izmedu molekula, a € i 0 parametri koji karakterisu interakciju, gde je €
maksimalna energija privlacenja, a o kolizioni dijametar. Odgovarajuca intermolekularna

sila je:

dVL']
dr

Za mala rastojanja izmedu molekula, » < ry &~ 0.3 nm sila interakcije izmedu molekula

FLJ(T’) = — (223)

je odbojna (osencena regija na slici 2.2.1), dok je na velikim rastojanjima r > ry sila
privla¢na, s tim da tezi nuli u beskonac¢nosti, slika 2.2.1 [24].

Slika 2.2.1b prikazuje zavisnost izmerene fizicke veli¢ine (npr. gustine) i radne za-
premine mernog instrumenta. Ukoliko je radna zapremina instrumenta mikroskopskih
dimenzija (leva osencena povrs) primeéuju se velike fluktuacije izmerene veli¢ine. Za
mezoskopske veli¢ine radne zapremine mogu se izmeriti dobro definisane lokalne vred-
nosti fizicke veli¢ine, dok se kod makroskopskih radnih zapremina blage varijacije fizicke
veli¢ine mogu primetiti usled dejstva spoljasnjih sila. Hipoteza konitnuuma vodi do kon-
cepta fluidne Cestice, koja igra znac¢ajnu ulogu u teoriji fluida. Fluidna cestica, za razliku
od tackastih Cestica u mehanici, ima konac¢ne dimenzije. Da bi se odredile dimenzije te

Cestice, posmatra se slika 2.2.1b i mikroskopske dimenzije radne zapremine instrumenta.

4Lennard-Jones
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A 2 b
(@) BVi;(r) (b)
g
=
g |Tg A >
2
@
]
E
odbojna privlatna mikroskopske mezoskopske makroskopske
sila sila dimenzije dimenzije dimenzije vsonde

-

Slika 2.2.1: a) Lenard-DZonsov potencijal u zavisnosti od rastojanja r izmedu molekula;
b) Izmerena fizicka velicina tecnosti kao funkcija radne zapremine instrumenta [24]

Kao Sto je receno, izmerena fizicka veli¢ina ¢e sadrzati velike fluktuacije usled moleku-
larne strukture fluida, ali sa porastom dimenzija radne zapremine instrumenta merena
veli¢ina postaje dobro definisana. Ovo se deSava kada je radna zapremina dovoljno velika
da sadrzi dovoljno velik broj molekula, toliki da se dobijaju dobro definisane vrednosti
merene veli¢ine sa malim statistickim fluktuacijama. Procena dimenzija fluidne cCestice
tecnosti je:

A" =10 nm (2.2.4)

Ovakva Cestica sadrzi oko 4 x 10* molekula. U mezoskopskom delu se ¢estici pripisuju
dimenzije \* koje moraju biti veée od mikroskopskih dimenzija (~ 0.3 nm) da bi sadrzale
dovoljan broj molekula i moraju biti manje od makroskopskih dimenzija (~ 10 um) iznad
kojih spoljasnje sile menjaju svojstva fluida. Kako ova veli¢ina nije egzatno definisana, u
mehanici fluida se uglavnom koriste veli¢ine usrednjene po zapremini kao $to su gustina,
gustina energije, gustina sile i gustina impulsa. U takvim razmatranjima zapremina se
uzima kao mala i konacna, a ne infinitezimalna zapremina. Kontinualna hipoteza ne vazi
kada se posmatrani sistem priblizi molekularnoj skali, kao §to je receno, u nanofluidici [24].

Fundamentalna razlika izmedu mikro i makrotoka se moze posmatrati preko uticaja
zidova na tok fluida. Zidovi kanala se mogu okarakterisati odredenim vrednostima brzine,
temperature i koncentracije. Fluid ose¢a uticaj zida u tankom sloju blizu zida suda. Izvan
te oblasti fluid je okarakterisan veli¢inama za unutra$nji deo toka - njegovom brzinom i
temperaturom. Ukoliko fluid tece preko ravne ploce, sa porastom udaljenosti od njenog
pocetka raste i uticaj zida na kretanje fluida. Dominantan uticaj zidova u mikrotokovima
se moze iskoristiti za kontrolu i manipulaciju toka neuporedivno vise u odnosu na makro-
tokove.

Slikovit primer za odredivanje karakteristika toka preko strukture zida je tok preko
povrsine koja sadrzi mikroskopske zlebove. Ukoliko se fluid kre¢e pod uticajem gradijenta
pritiska preko povrsine koja sadrzi paralelne zlebove, slika 2.2.2 [25], otpor koji stvaraju
zidovi suda je manji ukoliko je gradijent pritiska paralelan zlebovima nego ukoliko je

ortogonalan na zlebove. Kao posledica toga, ukoliko su gradijent pritiska i orijentacija

7
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:

Slika 2.2.2: Granicni sloj prelazi preko ravne ploce u spoljasnjem toku (gornja slika);
graniéni sloj izmedu dve paralelne ploce (donja slika) [25]

zlebova pod o$trim uglom, tok blizu povrsSine tezi da prati zZlebove i nije u pravcu gradi-
jenta pritiska. Ovaj efekat se moze iskoristiti za kreiranje helikoidnih tokova u kanalu
koji su u najjednostavnijoj verziji postavljeni paralelno u odnosu na povrsinu koja sadrzi
7lebove. Slika 2.2.3 predstavlja povr§inu sa Sarom oblika riblje kosti od mikroskopskih
zlebova. Kada je gradijent pritiska u ravni sa trakama, strujne linije se reflektuju od
medusobno paralelnih traka i povrSine gornjeg zida i formiraju helikoidalni tok. Ovaj

helikoidalni tok se proteze duz cele duzine izmedu dve paralelne ploce.

Slika 2.2.3: Sematski prikaz strukture zida sa Zlebovima koji sluzi za mesanje unutar
mikrokanala [25]

U mikrostukturama ovakve konstrukcije mogu da uti¢u na brze meSanje tec¢nosti.
Sa povecanjem rastojanje izmedu ploc¢a (postepeni prelazak od mikro do makrotoka)
dostize se trenutak kada zlebovi uti¢u samo na deo toka uz zidove. Sa daljim povec¢anjem
dimenzija kanala viSe nije moguce primetiti uticaj zida. Ukoliko se dimenzije kanala sve
viSe smanjuju i dijametar kanala dostigne vrednosti od nekoliko nanometara molekularna

struktura tec¢nosti se pojavljuje u formi oscilacija gustine [25].
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Rejnoldsov broj
Rejnoldsov broj se koristi za kvantitativni opis toka fluida i definisan je kao:

upl
n

Re =

(2.2.5)

gde je u karakteristi¢na brzina (brzina toka fluida), | karakteristicna duZina sistema
(pre¢nik kanala ili cevi), p gustina fluida i n dinamic¢ka viskoznost. Na osnovu vrednosti

Rejnoldsovog broja tok fluida se moze okarakterisati kao:
1. laminaran - stalan i ureden tok;
2. turbulentan - tok sadrzi haoti¢ne fluktuacije brzine;

Za male vrednosti Rejnoldsovog broja tok je laminaran i svi procesi kretanja fluida se
uglavnom deSavaju na relativno malim brzinama, dok se impuls, toplota i masa Sire pro-
cesom difuzije. Kada se dostigne kriticna vrednost Rejnoldsovog broja Re..;;, tok postaje
turbulentan i haoti¢ne fluktuacije brzine znatno ubrzavaju procese transporta. Razli¢ite
geometrije cevi kroz koje se krece fluid su okarakterisane razli¢itim Rejnoldsovim broje-
vima, pa je na primer za tok fluida u kruznoj cevi kriti¢cna vrednost Rejnoldsovog broja
Recir &~ 2300. Pri dizajniranju makroskopskih sudova i uredaja za rad sa fluidima,
mora se imati u vidu da ¢e u velikom broju sluc¢ajeva tok biti turbulentan. Prednost
turbulentnog toka je mnogo vec¢a brzina prenosa toplote i mase u odnosu na laminarni
rezim. Na mikroskopskoj skali tokovi su uglavnom laminarni i zato je jedan od zadataka
mikrofluidike da pronade nacin realizacije meSanja na mikroskali. Za mikrofluidi¢ne sis-
teme redovi veli¢ina prec¢nika hidrauli¢nih kanala su 100 pm, tipi¢ne brzine toka fluida su
1 em

reda , a viskoznost reda 1073 Pa -s. Zamenom navedenih vrednosti za slucaj vode

(p = 1000 %) u izraz (2.2.5) dobija se vrednost Rejnoldsovog broja jednaka jedinici.
Ova vrednost ukazuje da se tok u mikrokanalima ponaSa laminarno. Sa povecanjem
dimenzija kanala i/ili brzine toka Rejnoldsov broj moze da dostigne i vrednost 10, gde
pored viskoznih sila na znac¢aju dobijaju i sile inercije. Laminarni karakter mikrotoka ima
bitne posledice na dizajn i izgled mikrofluidi¢nih sistema [25]. Mikrofluidi¢ni kanali ¢esto
nemaju kruzni poprecni presek pa se za izracunavanje Rejnoldsovog broja u kanalima
sa nekom drugom geometrijom poprec¢nog preseka uvodi veli¢ina hidrauli¢ni dijametar,

definisana kao:

A
Pwet

gde Dy predstavlja hidrauli¢ni dijametar, A povrSinu poprecnog preseka, a P,.; obim

Dy =4 (2.2.6)

kanala koji je u dodiru sa tecnoséu. Za kruzni poprecni presek, hidrauli¢ni dijametar

definisan izrazom (2.2.6) ima vrednost D), = d [26].
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U mikrofluidici se posmatra laminaran tok fluida, sa malim Rejnoldsovim brojem, a
pored njega, kao karakteristika toka daju se i Veberov® broj, Bondov® broj i kapilarni

broj, koji ¢e biti opisani u nastavku.

Veberov broj

Veberov broj poredi prisustvo sila inercije i sila povrSinskog napona unutar sistema i

definisan je kao:

21
We:pu

(2.2.7)

o
gde je u brzina fluida, p gustina fluida, [ karakteristi¢na duzina, o koeficijent povrsinskog
napona. Veberov broj ima male vrednosti u mikrofluidici, jer se sile inercije zanemaruju.

Efekti inercije dolaze do izrazaja u slucaju tokova velikih brzina.

Bondov broj

Dejstvo gravitacije je ¢esto zanemarljivo, izuzev u specificnim sluc¢ajevima (poglavlje
3.10) u mikrofluidi¢nim sistemima. Bondov broj poredi gravitacione efekte sa efektima

povrsinskog napona koji dominiraju na mikroskali i dat je izrazom:

Apgl?
0

Bo

(2.2.8)

gde je Ap razlika u gustinama fluida, g gravitaciono ubrzanje i [ karakteristi¢na duzina

sistema.

Pekletov broj

Za razlicite uslove i geometrije mikrofluidi¢nih sistema mogu dominirati direktni ili

statisticki transportni procesi. Pekletov broj je bezdimenzioni broj dat izrazom:
vd
Pe = — 2.2.9
= (229)

gde je d karakteristi¢na duzina mikrofluidi¢nog sistema, D difuziona konstanta, a v pros-
ecna brzina molekula. Pekletov broj daje odnos direktnog toka i difuzije. Dobijena
informacija je od znacaja za dizajn mikrofluidi¢nih sistema za koje je bitna kontrola di-
fuzije, $to Cesto ima primenu u hemijskim separacionim sistemima. Poznavajuc¢i Pekletov

broj pri dizajnu mikrofluidi¢nih sistema moze se birati izmedu dve situacije. Ukoliko je

5Weber
6Bond

10
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Pekletov broj manji od jedinice, tada difuzija dominira u mikrofluidi¢cnom toku i direk-
tan transport spada u sekundarne. U drugom sluc¢aju ukoliko je Pekletov broj veéi od
jedinice molekuli se kre¢u pod uticajem spoljasnje pokretacke sile i difuzija ima mnogo
manji uticaj. Na vrednost Pekletovog broja najvise utice duzina kanala. Za velike duZzine
kanala Pekletov broj je uvek veéi od jedinice i tada je tok direktan [26].

Poznavajuéi osnovne veli¢ine koje opisuju fluid (gustina, brzina toka itd.), kao i
veli¢ine karakteristi¢ne za geometriju kanala kroz koju se fluid krece, na osnovu nave-
denih parametara, moze se izvesti zakljucak o osobinama fluida i silama koje dominiraju
u toku. Svi gore navedeni parametri su pogodni za primenu jer se izbegava eksperimen-
talno utvrdivanje opisanih osobina i mogu se koristiti pri dizajnu fluidi¢nih sistema. U
primeni mikrofluidi¢nih sistema uglavnom se koriste tec¢nosti, tako da ¢e u nastavku biti

predstavljen kratak pregled koris¢enih jednacina na primeru nestisljivih fluida.

2.2.2 Navijer-Stoksova jednacina

Navijer-Stoksova je jedna od osnovnih jednacina za opis toka viskoznog fluida. To je
parcijalna diferencijalna jednacina ¢ijim resavanjem dolazi do pojave nekoliko konstanti.
One se odreduju iz odgovarajuc¢ih grani¢nih uslova koji zavise od postavke problema.
Jedan od Cesto koriséenih grani¢nih uslova je tzv. no-slip grani¢ni uslov, koji govori da
je brzina fluida uz zid suda jednaka kao i brzina kretanja zida. Dakle, ukoliko je zid
nepokretan smatra se i da je brzina fluida koji tece uz zid jednaka nuli ili ukoliko se zid
pomera i fluid se kreée jednakom brzinom. Kako fluidi predstavljaju kontinualne sredine,
umesto diskretnih veli¢ina kao §to su masa ili sila koja deluje na fluid, koriste se gustina
p 1 gustina sile f, definisane po jedinici zapremine fluida. Po analogiji sa diskretnom
mehanikom koristi se koncept elementarne zapremine. Sile koje deluju na elementarne
zapremine poticu od pritiska fluida na povrsSinu elementa kao i od sile f koja je definisana
po jedinici zapremine elementa. Vektorsko polje brzina za Njutnov fluid se ponasa prema
Navijer-Stoksovoj jednacini koja u su$tini predstavlja kontinualnu verziju II Njutnovog

zakona po jedinici zapremine. Pri kretanju nestisljivog fluida vazi jednacina kontinuiteta:
V-v=0 (2.2.10)

gde je v vektorsko polje fluida. Navijer-Stoksova jednacina za nestisljive fluide je:
p o+ (v -V)v]==Vp+nViv+f (2.2.11)

gde se clanovi koji opisuju inercijalno kretanje nalaze sa leve strane, a sile koje deluju na
desnoj strani. Ukoliko na tok fluida deluje gravitaciona sila i primenjeno elektri¢no polje,

sila f koja predstavlja ukupnu gustinu spoljasnje sile koja deluje na fluid, sadrzace dva

11
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¢lana.
plOv+ (v -V)Vl]=-Vp+nV>v+pg+ps E (2.2.12)

Poslednja dva ¢lana na desnoj strani opisuju spoljasnje sile koje deluju na fluid. Clan Pg
opisuje dejstvo gravitacione sile, gde je p gustina fluida, a pyE predstavlja interakciju sa
spoljasnjim elektri¢énim poljem, gde je p. gustina naelektrisanja fluida. Nelinearni ¢lan
pl(v-V)v] se moze zanemariti u slu¢aju tokova malih brzina, $to ujedno omogucava anali-
ticko resavanje jednacine. Prva dva ¢lana sa desne strane jednacine opisuju uticaj razlike
pritisaka i uticaj viskoznih efekata na kretnje fluida. Za male vrednosti Rejnoldsovog

broja (Re < 1) jednacina (2.2.12) prelazi u Stoksovu jednadinu datu izrazom (2.2.13).
Vp =nV3v (2.2.13)

Stoksova jednacina opisuje tok viskoznog fluida usled razlike pritisaka na krajevima cevi,
zanemarujuci gravitacione i inercijalne efekte, $to je ujedno i razlog primene za opis
mikrofluidi¢nih sistema [23,24].

2.2.3 Hidrauli¢na otpornost

U okviru rada bice predstavljena tehnika uStinutog toka koja sluzi za separaciju Ces-
tica razli¢itih veli¢ina, ali i poboljSane verzije koje uklanjaju neke od primecenih ne-
dostataka mati¢ne tehnike. Za razumevanje jedne od poboljSanih tehnika - tehnike ust-
inutog toka sa asimetri¢nih granama (poglavlje 3.3), od velikog zna¢aja je razumevanje
veli¢ine hidrauli¢ne otpornosti.

Iz Poazejevog zakona, datog izrazom 2.2.14, poznato je da konstantan pad pritiska
Ap dovodi do konstantnog protoka fluida Q:

Ap = Rpja Q (2.2.14)

gde je faktor proporcionalnosti Rp;; poznat kao hidraulicna otpornost. Poazejev za-
kon zapisan u formi (2.2.14) je potpuno analogan Omovom zakonu, AV = RI koji
povezuje jac¢inu struje I koja protice kroz provodnik ¢ija je otpornost R sa padom poten-
cijala na krajevima provodnika AV. Analogno vezi izmedu oslobodene Dzulove toplote
usled elektri¢nog provodenja i otpornosti R, postoji veza izmedu hidrauli¢ne otpornosti i
oslobadanja toplote usled unutrasnjeg trenja u tec¢nosti.

Pri toku te¢nosti kroz prav kanal postoji translatorna invarijantnost i ovaj vid simetrije
dovodi do is¢ezavanja nelinearnog ¢lana (v-V)v u Navijer-Stoksovoj jednadini. Ispostavlja
se da pri postojanju ove simetrije postoji idealan Poazejev tok, a njegovo postojanje
aproksimativno vazi za Re < 1.

Ukoliko su dva kanala razli¢itih dimenzija spojena, slika 2.2.4, jasno je da u tom

12
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Slika 2.2.4: Strujnice dobijene kao reSenje Navijer-Stoksove jednacine a) Slucaj
Re = 0.01 < 1 tako da vazi Ap =~ (R + R2)Q; b) Sluéaj Re = 100 > 1 gde se pojavljuje
vrtlog u uglu Sireg kanala. Linearna zavisnost ne postoji usled uticaja sila inercije

Ap # (R + Ro)Q [24]

sluc¢aju ne postoji translatorna simetrija i da izraz za idealan Poazejev tok nije primenljiv.
Medutim, mogucée je aproksimativno opisati ovaj slucaj ukoliko Rejnoldsov broj ima
dovoljno malu vrednost. Tada ¢e doprinos nelinearnog ¢lana u Navijer-Stoksovoj jednadini
biti zanemarljiv. Ukoliko se smatra da u oba kanala postoji Poazejev tok nakon njihovog
rednog povezivanja dobija se analogan sluc¢aj rednoj vezi otpornika. Kako su protoci u
rednoj vezi jednaki u oba kanala )1 = Q2 = @), a pojedinacan pad pritiska u oba kanala
se sabira u pad pritiska na krajevima kanala Ap = Ap; + Ap,, koristeéi Poazejev zakon
dobija se:

RpiaQ = R1Q1 + RoQo = (R1 + R2)Q (2.2.15)

odakle se dobija redna veza hidrauli¢nih otpornosti, prikazan na slici 2.2.5:

Rpia = R1 + Ry (2.2.16)

=) |
5 Ry, @y P R=R,+ R

Ap, = R, @, (“]“‘* !

*+ Ry, @, Q Ry, @y p°

Ap, = R, Q, = |
& Ap=(R; +R,)Q
?_ Ry, Q, o

Slika 2.2.5: Redna veza hidraulicnih otpornosti Ry © Ry koji vazi samo ukoliko Re — 0,
za uske i duge kanale [24]
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Analogno vazi i za paralelan tok, slika 2.2.6 [24].

5 — T
+ Ry, 04 p* R ( 1 1 )_1

Ap, = R, @ o R LI

, TN | ¢ »

Apy = R, Q, oy
5111 R,,Q f2r s -1
+ 2) %2 o Ap=(g+7) @
*:h‘ J I_ 1 2

Slika 2.2.6: Paralelna veza dva kanala sa hidrauliénim otpornostima Ry i Ry [24]

Analogno sluc¢aju elektricnih kola mogu se primeniti Kirhofovi zakoni. Kanali sa
hidrauliénom otporno$éu Ry, se predstavljaju kao otpornici, kanali sa hidraulicnom po-
pustljivoséu postaju kondenzatori Cj;4, ja¢ina struje postaje protok (), a pumpe koje
obezbeduju razliku pritisaka Ap postaju generatori. Zakoni analogni Kirhofovim koji

vaze za Poazejev tok te¢nosti:
1. Zbir svih protoka koji ulazi u ¢vor je jednak nuli.
2. Zbir svih razlika pritisaka u jednoj zatvorenoj petlji je jednak nuli [24].

Kao $to se moglo videti iz opisanih osobina, tok fluida na mikroskali se dosta razlikuje
u odnosu na tok fluida na makroskali. Zadatak mikrofluidike je da pored razumevanja
fizike fluida na mikroskali, pronade nacin realizovanja manipulacije fluida istih kao na
makroskali. Separacija Cestica razli¢itih veli¢ina je postignuta primenom tehnike ustinu-

tog toka, Ciji ¢e prinicip rada i primena biti opisani u glavi 3.

2.3 Tehnologije izrade mikrofluidi¢nih ¢ipova

Sa razvojem novih tehnologija izrade mikrofluidi¢nih ¢ipova i upotrebom novih ma-
terijala prosiruju se mogucnosti primene mikrofluidi¢nih sistema. Zbog toga je velika
paznja usmerena na razvoj novih tehnologija izrade ¢ipova u cilju pronalazenja jeftine,
jednostavne i pouzdane tehnologije.

Tehnologije izrade mikrofluidi¢nih ¢ipova uglavnom nose naziv prema materijalu u
kom se mikrofluidi¢ni ¢ip izraduje. Trend razvoja savremenih tehnologija dovodi do
napretka u proizvodnji i izradi mikrofluidi¢nih ¢ipova. Najce$c¢e koriS¢ene tehnologije
izrade su: PDMS (PoliDiMetilSiloksan) tehnologija, LTCC”(Niskotemperaturna pe¢ena

keramika) tehnologija, 3D Stampa, ksirografija® i razli¢ite hibridne tehnologije nastale

Tengl. Low Temperature Co-fired Ceramic
8engl. zurography
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kombinacijom navedenih tehnologija. Razvoj novih tehnologija izrade je usmeren ka
smanjenju trogkova, kra¢cem vremenu izrade mikrofluidi¢nih sistema i Sirokoj moguénosti
primene ¢ipova. Prve tehnologije izrade koristile su staklo za mikrofluidi¢ne ¢ipove gde
se primenom fotolitografskog procesa pravi mikrofluidi¢na struktura. Ove tehnologije su
se ispostavile kao jako skupe, a sam proces fotolitografije eksperimentalno zahtevan. U
istrazivanjima su vremenom isprobavani novi materijali za izradu ¢ipova, pa se danas

prave i mikrofluidi¢ni ¢ipovi od papira [28-31].

‘https://imapsource.org/doi/abs/10.4071/CICMT-
THA11?%journalCode=apap

®; -
https:/fww.rdmag.com/article/Z017/U2/3d-printing-rapid-prototyping-

(© @

Slika 2.3.1: Tehnologije izrade mikrofluidicnih ¢ipova a) PDMS; b) LTCC; ¢) 3D
Stampa; d) ksirografija

Najdugotrajniji mikrofluidi¢ni ¢ipovi se prave u PDMS tehnologiji, slika 2.3.1a. Izrada
mikrofluidi¢nih ¢ipova u ovoj tehnologiji podrazumeva izlivanje PDMSa u te¢nom stanju u
kalupe sa Zeljenim dizajnom. Dobijeni sloj PDMSa sa mikrokanalima se spaja sa drugim
slojem PDMSa ili sa drugim potpornim materijalima u cilju zatvaranja mikrokanala.
Odgovarajuéi kalupi se prave u procesu fotolitografije, a novija istrazivanja koriste i
jeftine tehnologije izrade za kreiranje potpornih slojeva poput tehnologije 3D Stampe
[33]. Mikrofluidi¢ni ¢ipovi, napravljeni u ovoj tehnologiji su opticki transparentni, §to
omogucava pracenje te¢nosti unutar ¢ipa, a takode su i fleksibilni Sto omogucava real-
izaciju struktura kao $to su mikro-pumpe i mikro-ventili. PDMS je permeabilan za gas
¢ime je omoguéen dovod kiseonika i ugljen-dioksida u unutrasnjost ¢ipa, Sto predstavlja
veliku prednost za uzgajanje ¢elija u njegovoj unutrasnjosti [34]. Sve ove osobine dopri-
nose otvaranju novih moguénosti primene mikrofludi¢nih ¢ipova napravljenih u PDMS
tehnologiji. PDMS tehnologija spada u skupe tehnologije jer zahteva veliku opremu i rad

u ¢istoj sobi. Ujedno, sam proces litografije je kompleksan, a i ograni¢en na mikrokanale
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sa pravougaonim popre¢nim presekom. Ovaj nedostatak ograni¢ava primenu mikroflu-
idi¢nih ¢ipova napravljenih u ovoj tehnologiji za bioloska istrazivanja jer oStre ivice ne
odgovaraju realnim strukturama poput krvnih sudova. Razvojem PDMS tehnologije
pronaden je na¢in formiranja mikrokanala sa kruZnim popre¢nim presekom [35], ali je i
dalje njihova izrada vremenski i eksperimentalno zahtevna.

Cest izbor tehnologije izrade mikrofluidi¢nih ¢ipova je LTCC tehnologija, slika 2.3.1b.
Ova tehnologija omogucéava jednostavno pravljenje kompleksnih viSeslojnih struktura.
Laserskim secenjem LTCC traka omoguceno je dobijanje Zeljene geometrije mikrokanala,
a slojevita struktura ¢ipa se dobija laminacijom vise LTCC slojeva. Velika prednost
ove tehnologije je moguc¢nost kontrole ispravnosti svakog sloja posebno pre laminacije.
U procesu laminacije LTCC slojevi se medusobno spajaju, a zatim i sinteruju pazljivo
odabranim termalnim profilom. Mane ove tehnologije su opticka netransparentnost ¢ipova,
kao i promena dimenzija mikrokanala pri sinterovanju. U novijim istrazivanjima prob-
lem netransparentnosti LTCC ¢ipova je resen kombinovanjem drugih materijala sa LTCC
trakama kao $to su staklo [36] i PDMS [37], tako da se obezbedi transparentnost mikroflu-
idi¢nog cipa.

Razvoj 3D Stampe nalazi primenu i za izradu mikrofluidi¢nih ¢ipova, slika 2.3.1c.
Ova tehnologija koristi termoplasti¢ne materijale (ABS, PLA...) za slojevito pravljenje
strukture mikrokanala pomoc¢u 3D Stampaca. Veliki nedostatak ove tehnologije je loSa
rezolucija kanala, a Cesto se u eksperimentima javljaju problemi sa curenjem ¢ipa. Ova
tehnologija spada u tehnologije za brzu i jeftinu izradu mikrofluidiénih ¢ipova [38|.

Ksirografija je jednostavna, jeftina i brza tehnologija izrade mikrofluidi¢nih ¢ipova,
slika 2.3.1d. Izrada mikrofluidi¢nog ¢ipa u ovoj tehnologiji se sastoji od seCenja Zeljenog
dizajna u PVC foliji pomoc¢u Ploter Cutter-a sa preciznim nozi¢em, gde se mogu podesiti
brzina secenja PVC folije, kao i pritisak nozi¢a pri secenju. PVC folije sadrze sloj lepka sa
jedne strani koji se pod dejstvom temperature otpusta i omogucava lepljenje folije za drugi
sloj. Isecene PVC folije se u procesu laminacije spajaju i formiraju mikrofluidi¢ni ¢ip koji
je potpuno transparentan. Na taj nac¢in se moze pratiti tok fluida unutar mikrofluidi¢nog
¢ipa, sto daje veliku prednost ovoj tehnologiji. Nedostaci ove tehnologije, koji dovode
do malog procenta uspesno napravljenih ¢ipova, su neujednaceno iseceni mikrokanali kao
posledica nedovoljne preciznosti nozi¢a za secenje mikrostruktura i zapuSavanje kanala
lepkom u procesu laminacije [39].

Mikrofluidi¢ni ¢ip za separaciju mikrocestica na principu uStinutog toka napravljen
je primenom nove hibridne tehnologije fabrikacije, koja kombinuje LTCC tehnologiju
i ksirografiju. Lasersko secenje dizajna mikrokanala zadrzano je iz LTCC tehnologije,
dok su gornji i donji sloj ¢ipa iseceni u PVC foliji pomoc¢u Ploter Cutter-a. U procesu
laminacije PVC folije otpustaju lepak i omogucéavaju lepljenje za LTCC trake. Dobijeni

mikrofluidi¢ni ¢ipovi su elasti¢ni kao i koriséeni materijali. LTCC trake tek nakon pecenja
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postaju krte, a PVC folije ne menjaju svoje elasti¢ne osobine nakon laminacije. Jedna od

velikih prednosti ove tehnologije je i moguénost uvida u unutragnjost mikrofluidi¢nog ¢ipa

jer transparentnost PVC folija omogucava pracenje toka fluida unutar mikrofluidi¢nog

¢ipa. Ova tehnologija spada u jeftine i jednostavne tehnologije i usled biokompatibilnosti

korig¢enih materijala daje veliki spektar moguénosti primene [27].

U tabeli 2.1 dat je pregled osobina, prednosti i mana aktuelnih tehnologija izrade

mikrofluidi¢nih ¢ipova.

Tabela 2.1: Poredenje tehnologija izrade mikrofluidiénih cipova

eclasticni Cipovi

efleksibilni i istegljivi
¢ipovi
edo 200°C PDMS ne

menja osobine

eveliki troskovi izrade

ebiokompatibilni

Tehnologlja Osobine ¢ipa Prednosti tehnologije Mane tehnologije
izrade
PDMS etransparentni edugotrajni ¢ipovi ekompleksan postu-

pak litografije
ekompleksna izrada
slozenih struktura
ekorisc¢enje ¢iste sobe

nost c¢ipova
eclasti¢ni ¢ipovi

svakog sloja posebno

emogucénost nanoSenja
tankih slojeva sito- ili
ink-jet Stampom na

LTCC sloj

LTCC enetransparentni emogucnost kontrole epromena oblika i di-
¢ipovi ispravnosti svakog menzija mikrokanala
sloja posebno tokom pecenja
ekrti ¢ipovi ebiokompatibilni
emogu se koristiti | emogucénost integrisanja
na temperaturama | elektroda tehnikom sito-
vec¢im od 1000°C Stampe
3D stampa | elosa transparentnost | ejeftina tehnologija elosa rezolucija dobi-
¢ipova jenih mikrokanala
eneelasticni ¢ipovi ebiokompatibilni ¢ipovi | ecurenje ¢ipova
eprimena do 160°C ekratko vreme izrade
¢ipa
Ksirografija| eodlicna transparent- | eizrada i testiranje encujednacene ivice
nost ¢ipova svakog sloja posebno mikrokanala
eclasticni Cipovi ejeftina tehnologija ejednokratna upotreba
eprimena do 120°C ekratko vreme izrade ezapusavanje
¢ipa mikrokanala lepkom
Hibridna | edobra transparent- | eizrada 1 testiranje ejednokratna upotreba
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Glava 3

Tehnika ustinutog toka

Mikrofluidi¢ni ¢ipovi za separaciju Cestica se mogu klasifikovati u tri grupe: pasivna
grupa, aktivna grupa, kombinacija aktivne i pasivne grupe. Aktivne tehnike separacije
ukljucuju dejstvo spoljasnjeg polja na Cestice koje treba razdvojiti, pa se primenom elek-
tricnog polja [40,41], magnetnog polja [42] i optickim metodama [43] mogu razdvojiti
Cestice razli¢itih dimenzija, provodljivosti, magnetne susceptibilnosti itd. S druge strane
pasivne tehnike koriste interakciju izmedu cestica, mikrokanalne strukture i toka fluida
i ne zahtevaju dejstvo spoljasnjeg polja. Primeri pasivnih tehnika su tehinka ustinutog
toka [44], tehnika bo¢nog izmestanja [45], hidrodinamicki filteri [46] i separatori iner-
cije [47]. Prednost pasivnih tehnika sortiranja je to $to ne zahtevaju dodatnu pratecu
opremu i za separaciju ¢estica koriste samo osobine fluida na mikroskali. S druge strane,
aktivne tehnike separacije imaju vecu efikasnost sortiranja i pouzdanije su.

Koristec¢i osobine laminarnog toka tecnosti na mikroskali, tehnika ustinutog toka' se
primenjuje za separaciju Cestica razli¢ite veli¢ine. Pored principa rada, u okviru ove glave
bi¢e predstavljeni razli¢iti realizovani mikrofluidi¢ni ¢ipovi koji rade na ovom principu,
kao 1 njihova primena.

Kod mikrotokova kada je Re < 1 i Pe > 1 moze se vrsiti manipulacija prostornih
pozicija Cestica u rastvoru koriste¢i osobine laminarnog toka. Tokovi sa malim Rejnoldso-
vim brojem u mikrokanalima su laminarni, te te¢nosti unutar kanala teku paralelno jedna
drugoj ne mesajuci se. Na slici 3.0.1 [49] su prikazana dva kanala kroz koja ulaze razlicite
te¢nosti protocima @)1 i ()2 u kanal Sirine d. Usled laminarnog toka, te¢nosti se pri susretu
u mikrokanalu ne mesaju, tako da je njihov tok duz kanala paralelan. Sirina koju tecnosti

zauzimaju unutar kanala zavisi od odnosa njihovih protoka. Te¢nost koja ulazi protokom

Q1
Q1+Q2?

relacije vaze daleko od spojeva kanala i u slu¢aju uniformne dubine kanala.

a te¢nost koja ulazi protokom Q, zauzima d~2—. Ove

()1 zauzima deo kanala d Tir0s

U stranoj literaturi se ova tehnika sre¢e pod nazivom Pinched Flow Fractionation ili skraéeno PFF.

18



GLAVA 3. TEHNIKA USTINUTOG TOKA

oblast za koju ne vaie

izvodenja za laminarni
tok

‘ 0+0, d
""""""""""" - |
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Slika 3.0.1: Laminarni tok unutar mikrokanala [49]

U ovakvim uslovima se moze kontrolisati distribucija ¢estica u kanalu kontrolisanjem
samo odnosa protoka na ulazu. Ta osobina je iskoriS¢ena za razdvajanje Cestica po veli¢ini
u tehnici ustinutog toka [48,49|.

3.1 Princip rada

Jedan od nacina razdvajanja Cestica razlicite veli¢ine unutar mikrofluidi¢nih sistemima
je koris¢enjem tehnike uStinutog toka. Ova metoda omogucéava kontinulanu separaciju
suspendovanih Cestica unutar tecnosti. Mikrofluidi¢ni ¢ip koji radi na ovom principu
sadrzi dva ulazna kanala, jedan za suspenziju i drugi za te¢nost. Pri ulazu ove dve tecnosti
u ustinuti kanal, Sirine kanala koje te¢nosti zauzimaju zavise od odnosa njihovih protoka.
Da bi doslo do razdvajanja cestica, neophodno je da te¢nost bez suspednovanih Cestica
zauzme veci deo kanala, tako da te¢nost sa suspendovanim cesticama bude fokusirana uz
gornji zid kanala, slika 3.1.1. Na taj nacin c¢e se Cestice razli¢ite veli¢ine unutar ustinutog
kanala nalaziti na razli¢itim strujnicama i nastavljaju¢i kretanje biti razdvojene prema
veli¢ini u proSirenom kanalu.

Ovaj koncept razdvajanja cestica u mikrofluidiénim sistemima predlaze M. Yamada
[44]. Primenom tehnike uStinutog toka u [44] uspesno su razdvojene polistirenske Ces-
tice precnika 15 pum i 30 pum i ispitan je uticaj protoka i oblika kanala na separacione
performanse. Za ispitivanje uticaja Sirine usStinutog kanala na separacione performanse
¢ipa, koris¢eni su kanali sa Sirinom uStinuéa 47 pm, 56 pm i 82 pum. Ispostavlja se
da je razdvajanje Cestica najbolje za najmanju Sirinu kanala i pokazano da se najbolje
razdvajanje Cestica po veli¢ini dobija kada je Sirina uStinute te¢nosti manja od precnika
manjih ¢estica. Naime, tada su sigurno cestice razli¢itih veli¢ina poravnate uz gornji zid
suda ustinutog kanala, $to je glavni preduslov za separaciju Cestica po veli¢ini. M. Ya-

mada predlaze jednostavan model opisa ustinutog toka. Ovaj model se izvodi iz linearne
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Fluid 1
M rluid 2

UStinuti
Ulaz 2 segment

Progireni segment

Slika 8.1.1: Sematski prikaz kanala sa ustinucéem; fluid 1 je tecnost sa suspendovaninm
Cesticama razlicite velicine; fluid 2 je tecnost bez cestica [50]

Stoksove jednacine i zakona odrzanja mase i njihove veze sa rastojanjem centra Cestice i
zida kanala u proSirenom kanalu (yprr). Polozaj Cestica na "ekranu" dat je izrazom:

Yprr = Z—z Tp (3.1.1)
gde su wy Sirina prosirenog dela kanala, w), Sirina ustinu¢a. Na ovaj nacin je pokazano
da je polozaj Cestica u proSirenom kanalu direktno proporcionalan polupre¢niku cCestice
odakle sledi da ¢e Cestice razli¢itih dimenzija imati razli¢it polozaj u prosirenom kanalu.
[z izraza (3.1.1) se vidi i da je razdvajanje Cestica razli¢ite veli¢ine direktno proporcionalno
razlici njihovih polupre¢nika [44].

Opisana tehnika ustinutog toga, koju predlaze M. Yamada daje dobre rezultate uko-
liko je Sirina ustinutog kanala bliska dimenzijama Cestica veceg prec¢nika. Pored poteskoca
vezanih za realizaciju malih Sirina kanala, pri upotrebi ovih mikrofluidi¢nih ¢ipova, cesto
dolazi do zapuSavanja kanala. Iz tog razloga razvijene su razli¢ite poboljSane tehnike ust-
inutog toka, koje omogucavaju separaciju ¢estica manjih dimenzija i otklanjaju eksperi-

mentalne poteskoce.

3.2 Tehnika ustinutog toka sa pregradom

Poboljsanje razdvajanja Cestica po velic¢ini se dobija ubacivanjem pregrade u proSireni
kanal, slika 3.2.1. Ovu ideju predlazu A. L. Vig i A. Kristensen [51] i vr§e numeri¢ko
poredenje izmedu efikasnosti razdvajanja tehnike ustinutog toka i ustinutog toka sa pre-
gradom. Ispostavlja se da je razdvajanje Cestica po veli¢ini sa pregradom bolje i do 70%.

Na slici 3.2.1 je prikazana pregrada u prosirenom delu kanala ¢ija je uloga povec¢anje

medusobnog rastojanja izmedu Cestica, tj. njihovo dodatno razdvajanje. Ova tehnika se
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(a) (b)
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Slika 3.2.1: a) Sematski prikaz principa rada ustinutog toka; b) Sematski prikaz principa
rada ustinutog toka sa pregradom. Pregrada unutar prosirenog dela kanala sluzi za bolje
razdvajange cestica po velicini [51]

zasniva na pretpostavkama da je tok laminaran, da su Cestice potpuno fokusirane uz zid
kanala pre ulaska u proSireni kanala, kao i da je odnos izmedu Sirine i visine ustinutog
kanala i proSirenog dela (w, < h i w, < h). Medusobne interakcije izmedu Cestica,
Cestica i fluida kao i zida i Cestica su zanemarljive. Koriste¢i ove pretpostavke dobija se
veza izmedu poloZaja centra mase Cestice u proSirenom delu kanala (ygppr) i precnika
Cestica (d,) i data je izrazom:
YEPFF = (Z—i + 1> Z}—irp (3.2.1)
gde dg predstavlja Sirinu prosSirenog dela pregrade, Rr ukupna hidrauli¢na otpornost
pregrade, a Rg ukupna hidrauli¢na otpornost ostalog dela kanala [51].

A. L. Vigi A. Kristensen postizu razdvajanje polistirenskih zrna veli¢ine 0.25 pm do
0.5 pum, a velika primena preciznog razdvajanja Cestica ovako malih dimenzija se nalazi

u hemijskim i bioloskim istrazivanjima.

3.3 Tehnika usStinutog toka sa asimetri¢cnim granama

Jo§ jedno unapredenje tehnike ustinutog toka predlaze J. Takagi [52]|, uvodenjem
asimetri¢nih grana u progireni deo kanala?. Termin asimetri¢na grana se odnosi na posto-

janje razlike u hidrauli¢noj otpornosti razli¢itih kanala u proSirenom kanalu, slika 3.3.1.

2U stranoj literaturi se ova tehnika sre¢e pod nazivom Asymmetric Pinched Flow Fractionation
(AsPFF)
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Ovom metodom je moguce razdvajanje Cestica manjih dimenzija, pa je primenom ove
metode uspes$no realizovano izdvajanje eritrocita iz krvi dimenzija 1-5 pum.

Kao §to je receno u poglavlju 3.1, separacione performanse mikrofluidi¢nog ¢ipa su
bolje ukoliko je Sirina ustinutog kanala manja, ali s druge strane zapuSavanje kanala
Cesticama ometa pravilan rad ¢ipa. Ovaj problem je eliminisan koriS¢enjem vece Sirine
ustinutog kanala, a razdvajanje Cestica poboljSano kontrolisanjem hidrauli¢nog otpora
izlaznih kanala. Dodatna prednost ove tehnike je izbegavanje poteskoée vezanih za izradu
kanala jako malih dimenzija.

Na slici 3.3.1a je prikazana tehnika uStinutog toka gde je hidrauli¢ni otpor u svim
kanalima jednak, tako da je i raspodela protoka u svim kanalima jednaka. Sa slike se vidi
da se Cestice razli¢ite veli¢ine razdvajaju u granama 1 i 2, a prema izrazu (3.1.1) Cestice
¢iji je dijametar jednak Sirini uStinutog kanala prolaze kroz granu 3, tako da grane 41 5
ostaju neiskoris¢ene. Preciznija separacija u ovom slucaju se postize pove¢anjem broja

grana ili suzenjem uStinutog kanala.

Grana 1 Grang 1
vl —— o

Ulaz 1 () FFF 5] Grana 2
) j Grana2
o
™,
”

v,
- Fa F_I
=
- Grans 3
\
™,
"I/I i \\ \'s
N b o o
" l [ '

r b I
[ ¢ N
i | Grana 4 '\/ 5 Grans 4
Utaz 2 Grana 5\/’/ Grana 5

Slika 53.5.1: Poredenje izmedu tehnike ustinutog toka i ustinutog toka sa asimetricnim
granama kanala [52]

Tehnika uStinutog toka sa asimetri¢cnim granama rasporeduje tok u blizini bo¢nog zida
1 unutar ustinutog kanala po granama kanala. Stoga se rastojanje izmedu pozicija Cestica
u blizini bo¢nog zida 1 moze povecati. Da bi se kontrolisao protok tec¢nosti kroz kanale,
kontrolise se hidrauli¢na otpornost promenom dimenzija kanala. Pri konstantnom padu
pritiska Ap dobija se konstantan protok u mikrokanalima, opisan izrazom:

32vuL
Ap = 2

(3.3.1)

gde je v srednja brzina toka fluida, p viskoznost tec¢nosti, L duzina mikrokanala, D

karakteristi¢ni dijametar mikrokanala. Karakteristican dijametar kanala pravougaonog
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popre¢nog preseka je definisan izrazom:

2wd
D=—— 3.3.2
w+d ( )
gde su w i d Sirina i duzina mikrokanala, respektivno. Protok je definisan sledeé¢im
izrazom:

Q=vdw (3.3.3)

Protok se moze na osnovu izraza (3.3.1) i (3.3.3) izraziti:

2
Dowd 1 (3.3.4)

A
@=Apxg T =2PXg

gde je R hidrauli¢na otpornost. Razlika pritisaka na ulazu i izlazu iz kanala jednaka je

za sve grane, dubina kanala je jednaka za sve grane, kao i viskoznost tecnosti u svim

granama. Stoga, protok je odreden dijametrom D, Sirinom kanala w i duzinom kanala L:
1 D?w

Q x = x

R L

(3.3.5)

Na osnovu izraza (3.3.5) se mogu odrediti neophodne dimenzije kanala. Sirina ustinutog
kanala fabrikovanog ¢ipa je 20 pm, a dubina mikrokanala 20 pym. Fabrikovani ¢ip, slika
3.3.2, sadrzi 13 grana u proSirenom kanalu povezanih na kanal sa ustinu¢em. Jedna od
grana je grana B, koja sluzi kao odvod, dok ostalih 12 su grane A, koje sluze za separaciju
i skupljanje Cestica razli¢itih dimenzija. Grana A se sastoji od dva kanala Sirina 200 i
50 mm i duzina 3 i 10.6 mm, respektivno. Sirina grane B je 200 mm, a duzina 1.5 mm.
Primenom izraza (3.3.5) dobija se odnos protoka u granama A i B, 1:48. Zbog toga se

o¢ekuje oko 80% ukupne tecnosti u odvodnom kanalu.

(a)

Ulaz 2

5mm

Slika 3.5.2: Sematski prikaz fabrikovanog ¢ipa sa asimetriénim granama [52]
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Primenom ¢ipa sa asimetri¢nim granama izvrSena je separacija eritrocita iz krvi. Ovo
je ujedno bila i primena tehnike uStinutog toka na separaciju cestica koje nemaju sferican
oblik (eritrociti su oblika diska) [52].

3.4 Unapredena tehnika usStinutog toka sa asimetri¢nim

granama

Unapredena tehnika ustinutog toka sa asimetri¢nim granama® sadrzi vertikalno fokusir-
ane kanale i nagnute zidove kanala. Pored poveCanja separacione rezolucije, ova tehnika
omogucava i smanjenje Sirine distribucije pozicija Cestica na ekranu.

Na slici 3.4.1 [53] je prikazan popre¢ni presek ustinutog kanala sa vertikalno fokusir-
anim i nagnutim zidovima kanala , slika B-3, u poredenju samo sa nagnutim zidom
AsPFF, slika B-2 i normalnim AsPFF, slika B-1. Kao $to je prikazano na slici 3.4.1
separaciona rastojanja u usStinutom kanalu u normalnom AsPFF uredaju su definisana
razlikom izmedu poluprecnika Cestica. S druge strane, u sluc¢aju sa slike B-2, kada je nag-
nut zid u ustinutom kanalu rastojanje izmedu Cestica je odredeno sa Ar,, ,,/ tan(a/2), gde
je a ugao izmedu nagnutog zida i donjeg sloja. Odatle se moze zakljuciti da se znaca-
jno povecanje moze dobiti smanjenjem ugla «. S obzirom na to da je pozicija Cestica u
prosirenom kanalu zavisna od pozicija Cestica u ustinutom kanalu, moze se ocekivati da
separaciona efikasnost poraste ukoliko se napravi nagnut zid u AsPFF uredaju.

Pomoc¢u ove tehnike uspesno su razdvojene polistirenske ¢estice sfernog i diskoidalnog
oblika, kao i eritrociti i trombociti iz krvi [54].

3.5 Tehnika usStinutog toka sa efektom inercije

F. P. Bretherton pokazuje da na sferne ¢estice unutar fluida, pri toku okarakterisanim
malim Rejnoldsovim brojem, ne deluju sile ortogonalne na pravac toka kretanja fluida*
[55]. Za vrednosti Rejnoldsovog broja reda veli¢ine 100, tok fluida je i dalje laminaran
ali se pojavljuju i efekti inercije. S obzirom na to da brzina fluida duz popre¢nog preseka
kanala kroz koji fluid tece nije uniformna, ve¢ ima paraboli¢an oblik u slu¢aju Poazejevog
toka, gradijent brzine toka dv/0r ima veliku vrednost u mikrokanalima i moze uticati na
pojavu nelinearnih sila.

Jedan od efekata koji nalazi primenu u tehnici ustinutog toka sa efektom inercije je
pojava preuredivanja Cestica duz poprec¢nog preseka kanala, kao na slici 3.5.1 [47]. Ova

pojava je prvi put primec¢ena na makroskopskim tokovima i poznata je u dinamici fluida

3U stranoj literaturi se ova tehnika sreée pod nazivom AsPFF device with a tilted sidewall and vertical
focusing channels ili skra¢eno t-AsPFF-v
4Ova teorema se u stranoj literaturi sre¢e pod nazivom Mirror-Symmetry Time Reversal Theorem.
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Slika 3.4.1: A) Poprecni presek t-AsPFF-v dizajna B) PoloZaji éestica u uStinutom
kanalu u slucajevima: (B-1) AsPFF; (B-2) t-AsPFF; (B-3) t-AsPFF-v [53]

kao Segre-Silberbergov efekat [56]. Naime, u kanal ulazi suspenzija ¢ije su estice potpuno
nasumicno rasporedene duz poprecnog preseka kanala. Nakon predenog odredenog ras-
tojanja duz kanala, primeceno je njihovo preuredivanje, kao na slici 3.5.1d. Objasnjenje
ove pojave je zahtevalo veliki trud naucnika.

Pri toku fluida duz kanala dolazi do radijalnog kretanja cestica ka ekvilibrijumskim
pozicijama kao na slici 3.5.1d, gde dolazi do uravnotezavanja sila koje deluju na cestice
duz kanala. Ravnoteza se javlja izmedu sile uzgona koja potice od zakrivljenosti profila
brzine toka Fj i sile uzgona kao posledice interakcije ¢estice i zida kanala Fy,. Sila uzgona
koja nastaje usled zakrivljenosti profila brzine je data izrazom:

. CS 1% U2 a?

maz (3.5.1)

F
s D

gde je Cs koeficijent koji je funkcija Rejnoldsovog broja i rastojanja izmedu centra kanala
i pozicije Cestice, Dy hidraulicki dijametar kanala, p gustina fluida, U,,,, maksimalna
brzina toka i a dijametar Cestice. S obzirom na to da cestica u toku sa paraboli¢nim
profilom brzine sa gornje i donje strane nema jednaku brzinu fluida formira se razlika

pritisaka $to usmerava silu uzgona uvek ka vecoj vrednosti relativne brzine. Ova pojava
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je analogna pojavi sile uzgona kod avionskog krila, kada se usled oblika krila aviona javlja
razlika pritisaka sa gornje i donje strane i dovodi do poletanja. Ovu pojavu nezavisno
objasnjavaju Ho i Leal [57], 1 Cox [58].

o b ulaz
aT——
:ﬁ\ ?Fs ’ *u ‘,
e v )
I : 2_.‘- L " izlaz
— = ekvilibrijum 0}
— t:b\ .
Y
d brza migracija
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\ ® 9% 9 00
tok o\e ® ® faza Il Fa

ekvilibrijum
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Slika 3.5.1: a) Dve sile uzgona deluju ortogonalno na pravac toka fluida; b) U kanalima
kvadratnog poprecnog preseka cestice imagu 4 ekvilibrijumske pozicije; ¢) Primer kako se
ova pojava moZe iskoristili za fokusirange cestica; d) Sematski prikaz migracije
cestica; [47]

Sila koja deluje na Cestice ortogonalno na pravac toka data je izrazom:

By = 00 Unaa®” 54%“”6 (3.5.2)

h
gde je Cw bezdimenzioni koeficijent koji zavisi od rastojanja izmedu pozicije Cestice i
zida kanala. Kada se cestica kre¢e u blizini zida usled interakcije sa zidom dolazi do
zaostajanja Cestica za fluidom. Pored toga, dolazi i do deformacije strujnica oko cestice
i javlja se razlika pritisaka koja usmerava silu uzgona suprotno od zida. S obzirom da u
blizini zidova kanala dolazi do medusobnog poniStavanja sila koje deluju na cesticu, koja
zaostaje za fluidom, dolazi do rotacije ¢estice. Rubinow i Keller [59] definiSu silu uzgona

na sferne cestice koje rotiraju u fluidu izrazom:
Fg=rmd’p Q xU (3.5.3)

Ukoliko cestica rotira ugaonom brzinom (2, a brzina dolazeceg fluida je U, onda se te

brzine superponiraju u smeru rotiranja cestice, a oduzimaju kada su brzine suprotno
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usmerene. Na ovaj nacin se javlja razlika pritisaka sa suprotnih strana cCestice koja stvara
silu uzgona normalno na pravac prostiranja fluida. Pokazano je i da je intenzitet ove sile
mnogo manji u odnosu na sile koje nastaju usled postojanja gradijenta brzine fluida i
usled interakcije sa zidom kanala, te se ovaj vid migracije cestica ka ekvilibrijumu naziva

spora migracija, slika 3.5.2 [47].

mesavina
cestica

1 e e 900 um prosirenje
Ziroka glawvna grana

o_. —* .

ulazni Prozor za posmatranje

fluid y separadje festica

Slika 3.5.2: Sematski prikaz mikrokanala koriséen za poboljsanu separaciju cestica po
velic¢ini. [60]

Opisana pojava je primenjena i za poboljSanje tehnike razdvajanja cestica po velic¢ini.
Kao i kod obi¢nog kanala sa ustinué¢em te¢nost sa cesticama razli¢ite veli¢ine biva fokusir-
ana usled veceg protoka te¢nosti koja ulazi kroz drugi ulaz (bez ¢estica). Sile uzgona duz
kanala sa pravougaonim poprec¢nim presekom uti¢u na polozaj Cestica unutar kanala. S
obzirom da su sile uzgona funkcije prec¢nika cestice, ¢estice razli¢ite veli¢ine ¢e imati ra-
zli¢ita odstupanja od zidova kanala, Sto znacajno utice na krajnje razdvajanje Cestica po

veli¢ini [60].

3.6 Elasto-inercijalna tehnika usStinutog toka

Do sada opisane tehnike koriS¢ene su za primenu sa Njutnovskim fluidima. Kod ne-
Njutnovskih fluida viskoznost se menja primenom sile na fluid, tj. ne postoji linerana
zavisnost izmedu stope smicanja i primenjenog tangencijalnog napona. U poredenju sa
tehnikom ustinutog toka sa efektom inercije, pokazano je da elasto-inercijalna tehnika
moze da razdvoji mnogo manje Cestice, pa ¢ak i ¢estice manje od mikrometra.

Elasto-inercijalna tehnika ustinutog toka koristi dejstvo elasti¢nih i efekta inercije sile
uzgona unutar viskozno-elasti¢nog fluida za bolju separaciju Cestica po veli¢ini. U ovoj
tehnici fokusirana te¢nost sa Cesticama moze imati Sirinu ve¢u od maksimalne dozvoljene
u tehnici ustinutog toka, wp e = 71 + 72, gde su r; 1 ro poluprecnici Cestica koje se
razdvajaju. Na slici 3.6.1 [61] je prikazan smer delovanja elasti¢ne sile uzgona definisane
izrazom:

Fop ~r1) Wi G? (3.6.1)

gde je 7, polupre¢nik cestice, Wi Vajsenbergov broj koji predstavlja meru elasti¢nih

27



GLAVA 3. TEHNIKA USTINUTOG TOKA
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Slika 8.6.1: Sematski prikaz delovanja sila na cestice unutar elasto-inercijalne tehnike
ustinutog toka [61]

efekata u fluidu i G stopa smicanja. Elasti¢na sila usmerava ¢estice duz centralne linije
toka i prema uglovima u sluc¢aju pravougaonog poprecnog preseka. Kao $to je receno u
poglavlju 3.5 efekat inercije sile uzgona ima dve komponente, jednu koja potic¢e od inter-
akcije Cestice i zida kanala koja je usmerena suprotno od zida kanala i druge koja nastaje
kao posledica zakrivljenosti profila brzine toka i usmerava cestice ka ekvilibrijumskim
pozicijama. Kao §to se moze videti sa slike 3.6.1 ove dve sile su usmerene tako da uticu
na udaljavanje Cestica i usmerene su prema centralnoj liniji kanala.

Ova tehnika je primenjena za separaciju sferi¢nih Cestica i Cestica oblika kikirikija
jednake zapremine. Separacija Cestica prema obliku nalazi primenu u medicini jer oblik
¢elije moze biti indikator bolesti. Naime, crvena krvna zrnca menjaju svoj oblik uko-
liko postoji srpasta anemija ili malarija, tako da se primenom ove metode one mogu
dijagnostifikovati [61,62].

3.7 'Tehnika usStinutog toka sa optickim dejstvom

Uticaj opticke sile na mikrocestice je primecéen od strane Ashkin-a [63] i nakon toga ovo
dejstvo je iskoriS¢eno i za unapredenje razdvajanja Cestica po veli¢ini u tehnici ustinutog
toka. Ova tehnika spada u kombinaciju aktivnih i pasivnih tehnika separacije Cestica.

Kada cestica prolazi kroz laserski snop, sile rasejanja deluju na cCesticu u smeru pro-
stiranja laserskog zraka i na taj nacin uti¢u na izmeStanje iz njihovog polozaja normalno
na tok fluida. Ovo izmeStaje je poznato kao retenciona duzina i zavisi od veli¢ine Ces-
tica i parametara laserskog snopa. Retenciona duzina se moze izracunati iz teorijskog
prora¢una Kim-a [64]. Pretpostavljaju¢i da su sila rasejanja i Sirina laserskog snopa

konstantne, izveden je izraz za retencionu duzinu:

w, = no P &Q*\/gerf(\/i) (3.7.1)

 3mpcl 2w

gde je ng indeks prelamanja sredine, P je snaga laserskog izvora, p dinamicka viskoznost
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fluida, U konstantna brzina fluida, ¢ brzina svetlosti, wy Sirina laserskog snopa, Q* kon-
stanta koja zavisi od indeksa prelamanja medijuma, a "erf" predstavlja funkciju gregke’.
Iz izraza (3.7.1) se vidi da je retenciona duzina proporcionalna dijametru Gestice, odakle
se moze zakljuciti da talasna duzina laserskog zrac¢enja mora biti manja od precnika ces-
tice da bi mogla uticati na njeno izmeStanje. U radu je koris¢eno lasersko zracenje talasne
duzine 532 nm za razdvajanje Cestica 2, 51 10 pm.

Primena dejstva opticke sile se uvodi da bi se poboljsalo razdvajanje Cestica po veli¢ini
u tehnici ustinutog toka. Prema ovoj metodi opticka sila deluje na cestice u ustinutom
kanalu tako da je njeno dejstvo normalno na pravac toka, slika 3.7.1 [65]. Laserom koji
emituje zracenje iz vidljivog dela spektra na cestice unutar ustinutog kanala dolazi do
izmesStanja Cestica iz prvobitnih strujnica tako da se kao rezultat dobija veée razdvajanje
po veli¢ini u prosirenom kanalu. Pored dejstva opticke sile, poboljsano razdvajanje Cestica

po veli¢ini je obezbedeno i zakrivljenjem proSirenog kanala.

Ulaz sl Retenciona duzina (w,)

(Eestice) /
X

et & . §%y 0‘&‘0-/-[.
JURI]
" ; @
Ustinuty e °, _
kanal * ; PEOEirenisegment W)
/ (“‘1};1
@ e
Ulaz
(fluid) & .

oy

Slika 3.7.1: Sematski prikaz tehnike ustinuog toka sa dejstvom opticke sile [65]

Ovakav sistem ne zahteva dodatni transport razdvojenih cestica jer su one veé¢ us-
merene ka zoni analize tokom fluida zbog zakrivljenosti proSirenog dela kanala. Jos jedna
od prednosti ovako poboljsane tehnike uStinutog toka je moguénost izrade veée Sirine
ustinutog kanala. Na taj nacin su sprecene eksperimentalne poteskoce sa zapuSavanjem
kanala i izrade malih dimenzija mikrokanala. Kao moguéi problem primene ove tehnike
jeste uticaj laserskog snopa na odrzivost Celija, a samim tim i primenu u bioloskim i
biomedicinskim istrazivanjima. Odrzivost ¢elije zavisi od energije koju apsorbuje od laser-
skog snopa, tako da se mora koristiti slabo fokusirani laserski snop (wy > A) i veliki protok

da ne bi doglo do njenog ostecenja [66,67].

’Funkcija greske je neelementarna funkcija i definige se kao: erf(z) = % N e dt
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3.8 Tehnika usStinutog toka sa akusticnim mehurom

Jo§ jedna tehnika koja unapreduje razdvajanje Cestica po veli¢ini je tehnika ustinutog
toka sa akusti¢nim mehurom. Predlozeni dizajn ¢ipa sadrzi akusti¢ni mehur u ustinutom
kanalu koji lokalno uti¢e na ponasanje toka. Pomocu piezoelektri¢nog transduktora pri-
tiskom se deluje na mehur koji unutar ustinutog kanala stvara strujanje i menja profil
toka. lako dejstvo akustickog mehura brzo iS¢ezava, lokalno jako dejstvo na tok moze

efektivno da poboljsa razdvajanje Cestica, slika 3.8.1 [68].

Slika 3.8.1: Akustiéni mehur kojim se lokalno deluje na tok unutar ustinuéa [68]

Posmatrajué¢i pojedina¢no Poazejev tok i deformisanje strujnica pri oscilovanju akusti¢nog
mehura na slici 3.8.2 [68] moze se zakljuciti da pri njihovom kombinovanju treba naéi op-
timalna vrednost ukupnog protoka tako da separacione performanse ¢ipa porastu. Naime,
sa porastom ukupnog protoka poremecaj strujnica koji stvara akusti¢ni mehur postaje
slabiji u odnosu na Poazejev tok, tako da u ekstremnom sluc¢aju, kada je protok mnogo

vec¢i od formiranog toka, efekat akusti¢nog mehura postaje zahemarljiv.

Poazejev tok Akustiéni mehur Kombinovano

Slika 3.8.2: Slika predstavlja pojedinacne strujnice u slucaju Poazejevog toka, pri dejstvu
akusticnog mehura kao i njihovu kombinaciju [68]

R. Zhou i C. Wang pomocu fabrikovanog mikrofluidicnog ¢ipa uspe$no razdvajaju
Cestice precnika 2 i 10 um sa Sirinom ustinutog kanala 60 pm. Kao $to je rec¢eno u poglavlju
3.1, u konvencionalnoj tehnici ustinutog toka bolje razdvajanje cCestica po veli¢ini se
postize manjom Sirinom uStinutog kanala tj. Sirina ustinutog kanala mora biti §to bliza
dimenzijama cestica. R. Zhou i C. Wang pokazuju da se unapredenom tehnikom sa
akusti¢nim mehurom mogu koristiti veée Sirine ustinu¢a. Na taj nacin je izbegnut problem

zapuSavanja kanala [68].
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3.9 Tehnika uStinutog toka sa regulatornim ventilom

Y. Sai i M. Yamada [69] razvijaju poboljsanu, tehniku ustinutog toka sa regulatornim
ventilom®. Ova tehnika omogucava precizno kontrolisanje pozicija ¢estica u fluidu, kon-
trolisanjem distribucije protoka u granama proSirenog kanala, koriste¢i ventil.

Tec¢nosti sa i bez cestica kontinualno ulaze u mikrokanale kroz ulaze 1 i 2, slika 3.9.1
[69]. Kao i kod mati¢ne tehnike ustinutog toka, uz odgovarajuéi odnos protoka ¢estice
bivaju pribijene uz gornji zid ustinutog kanala tako da pri ulasku u prosireni kanal bivaju
razdvojene prema velicini. Kada je mikroventil, povezan na izlaz 1 otvoren, tada se
tecnost koja ulazi u prosireni kanal iz uStinutog segmenta ravnomerno rasporeduje po svim
granama proSirenog kanala. U ovom slucaju, razlika u pozicijama cCestica je nedovoljna
za njihovu separaciju, tako da se i manje i vece Cestice kre¢u ka izlazu 1, slika 3.9.1a.
Medutim, kada je mikroventil delimi¢no zatvoren, protok cestica ka izlazu 1 je smanjen
sto dovodi do pomeranja kretanja vecih Cestica ka izlazu 2, dok kretanje manjih Cestica
ostaje nepromenjeno, slika 3.9.1b. Opisani mehanizam omoguéava separaciju Cestica i

submikronskih dimenzija odnosno nanocestica.

Izlaz 1 lzlaz 1

" Ventil -Ventil

\ -] #.’O—-"
(a)

Slika 3.9.1: Princip rada tehnike ustinutog toka sa regulatornim ventilom [69]

(b}

6U stranoj literaturi se ova tehnika sreée pod nazivom Tunable Pinched Flow Fractionation.
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3.10 Gravitaciona separacija Cestica po veli¢ini

Mikrofluidi¢ni ¢ip za sortiranje sa hidrodinamickim separacionim pojacanjem sastoji
se od tri ulaza, dva medusobno povezana mikrokanala za fokusiranje i separaciju i kolek-
tora, slika 3.10.1 [70]. Cestice koje ulaze kroz srednji kanal bivaju hidrodinamicki fokusir-
ane do centra fokusirajuéeg kanala pomocu dva noseca toka injektovana kroz dva boc¢na
ulaza. Nakon skretanja od priblizno 90° fokusiran tok cestica ulazi u separacioni kanal,
¢iji je gornji zid postavljen normalno na pravac dejstva gravitacione sile, dok se donji
zid postepeno S§iri, slika 3.10.1. Kako brzina glavnog toka postaje manja pri Sirenju ge-
ometrije kanala, gravitacija uzrokuje sedimentaciju ¢estica brzine Uy = WTZAQ , gde je r
poluprecnik Cestice, g gravitaciono ubrzanje, Ap razlika gustine izmedu Cestica i nose¢ih
teCnosti, a u je viskoznost te¢nosti. Za cestice jednake gustine brzina sedimentacije vecih
Cestica je veca od brzine sedimentacije malih Cestica Sto rezultuje razlikom u vertikalnim
pozicijama izmedu vec¢ih i manjih Cestica. Istovremeno geometrija asimetri¢nog Sirenja
kanala generiSe profil toka tako da je brzina toka u smeru gravitacije manja u blizini hor-
izontalnog gornjeg zida i postaje veca u oblasti Sirenja donjeg zida. Na taj nacin dolazi
do porasta Sirenja strujnog toka koji se kreée ka dole. Vece cestice se brze priblizavaju
donjem kanalu, zbog ve¢ih brzina sedimentacije i kao rezultat razlika u pozicijama, koja
inicijalno generiSe sedimentaciju, postaje vec¢a. Hidrodinamicko pojac¢anje omogucava
efikasniju separaciju cestica. Sortiranje Cestica je kompletirano na kraju separacionog
kanala gde male i velike ¢estice teku ka gornjem i donjem kolektoru [70].
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Slika 3.10.1: Sematski prikaz makrofluidicnog cipa koji koristi gravitaciju za separaciju
cestica po velicini [70]
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Glava 4

Projektovanje mikrofluidi¢nog c¢ipa za

separaciju Cestica

Projektovanje mikrofluidi¢nog ¢ipa za separaciju Cestica po veli¢ini podrazumeva
pravljenje dizajna mikrofluidi¢nih kanala ¢ija geometrija utic¢e na tok fluida i ispitivanje
uticaja razli¢itih geometrijskih parametara na separacione performanse mikrofluidi¢nog
¢ipa.

Pravljenje dizajna i simulacija rada mikrofluidi¢nog ¢ipa radena je primenom softvera
Comsol Multiphysics. Softver Comsol Multiphysics nudi mno$tvo mogucénosti za simu-
lacije razli¢itih struktura odabirom odgovarajuéeg fizickog modela (akustika, optika, tok
fluida, prenos toplote, elektrohemija, fizika plazme itd.) u okviru kojih sadrzi ugradene
fundamentalne jednacine i reSava ih za zadatu strukturu koriste¢i metod konacnih eleme-
nata. U okviru modela mikrofluidike tok fluida se opisuje Navijer-Stoksovom jednac¢inom
i softver je resava u cilju simuliranja ponasanja odredene mikrofluidi¢ne strukture.

Za simulaciju rada mikrofluidi¢nog ¢ipa za separaciju mikrocestica po veli¢ini ko-
riS¢ena su dva modela fizike: model laminarnog toka i model kretanja Cestica u toku flu-
ida. Na taj nacin se simulira laminaran tok koji je dominantan na mikroskali i omoguc¢eno
je pracenje putanje Cestica koje se nalaze u fluidu. Simulacije su radene u vremenskom
domenu da bi se omogucio ulazak cestica u strukturu u Zeljenom trenutku i pracenje
ponaSanja Cestica i fluida tokom vremena.

Pocetak pravljenja modela u softveru Comsol Multiphysics podrazumeva odabir di-
menzionalnosti strukture, odabir odgovarajuc¢eg modela fizike, a zatim crtanje strukture,
podesavanja parametara potrebnih za odabrani model fizike (pre¢nici ¢estica, gustine Ges-
tica i fluida, dinamicki koeficijent difuzije, koeficijent viskoznosti fluida itd.) kao i odabir
ulaznih i izlaznih kanala za Cestice u strukturi.

Mikrocestice koriS¢ene u eksperimentu su Cestice polena. S obzirom na to da dimenzije
polena variraju i da nemaju idealno sferi¢an oblik, u simulacijama se pravi pojednostavl-

jenje u odnosu na realan sluc¢aj. Simulacije u softveru Comsol Multiphysics radene su
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za Cestice sferi¢nog oblika jer softver nema moguénost definisanja Gestica nesfericnog ob-

lika i za Cestice uniformne veli¢ine. U simulacijama su odabrane vrednosti za vece i
manje Cestice od 50 pm i 20 pum, respektivno, Sto predstavlja najvece izmerene precnike
polena koris¢enog za razdvajanje u eksperimentu. Za gustinu polena je uzeta vrednost

pp = 1218 % koja odgovara gustini hidriranog polena prema [71]. Fluid u kom se nalaze

Cestice je voda, py = 1000 %, a Cestice polena se kre¢u unutar mikrostrukture jednakom
brzinom kao i fluid u kome se nalaze. S obzirom na to da je struktura mikrofluidi¢nog
¢ipa realizovana u jednom sloj omoguceno je pravljenje 2D simulacionog modela. Na taj

nacin je omogucéena znacajna usteda vremena za simulacije.

4.1 Dizajn mikrofluidi¢nog cipa

Tehnika usStinutog toka je pasivna tehnika razdvajanja cestica i zato je neophodno
napraviti dizajn koji ¢e omogucéiti razdvajanje cestica koris¢enjem laminarnog toka tec¢nosti
na mikroskali. Dizajn ¢ipa je napravljen u skladu sa literaturom u kojoj su radena razd-
vajanja Cestica primenom ove tehnike [44].

Geometrija mikrofluidi¢nog ¢ipa se sastoji iz dva ulazna kanala, uStinutog kanala
i proSirenog kanala. Ustinut kanal i proSireni kanal se crtaju u vidu pravougaonika i
kvadrata, a ulazni kanali kao trapezi. Slika 4.1.1 predstavlja nacrtanu strukturu mikroflu-
idi¢nog ¢ipa u softveru Comsol Multiphysics i odgovarajuce geometrijske parametre struk-
ture. Dizajn se sastoji od dva ulazna kanala opisana parametrima [;, [; i 0. Parametar [;
predstavlja duzinu ulaznog kanala, # ugao izmedu ulaznih kanala, a parametar [, odreduje

Sirinu ulaznog kanala u zavisnosti od ugla 6 izmedu ulaznih kanala.

bW

b

Izlaz

Ulaz 2

Slika 4.1.1: Parametri dizajna mikrofluidicnog cipa
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Geometrijski parametri mikrofluidi¢nog ¢ipa za separaciju mikrocestica po veli¢ini:

l; - duzina ulaznog kanala za fluid;

0 - ugao izmedu ulaznih kanala za fluid;

l; - duzina pomoc¢nog trapeza; veza ovog parametra sa Sirinom kanala je [; cos g;

l, - duzina uStinutog kanala;

e w, - Sirina uStinutog kanala;

b, - Sirina prosirenog kanala;

e ), - visina proSirenog kanala.

4.2 Optimizacija parametara strukture

Pri optimizaciji parametara mikrofluidi¢nog ¢ipa menjani su geometrijski parametri
koji se odnose na dimenzije strukture i brzine fluida na ulazima u mikrofluidi¢ni ¢ip. Iz
rezultata simulacija dobijen je optimizovani dizajn Cipa ¢ije su separacione performanse
najbolje i taj dizajn je iskoriS¢en za izradu mikrofluidi¢nog ¢ipa.

Pocetni korak za optimizaciju performansi je pravilan odabir mreze (engl. mesh).
Softver resava sistem jednacina za zadate deli¢e strukture, a gustina tih deli¢a, a samim
tim i pouzdanost rezultata simulacija zavisi od odabira mesh-a. Sa pove¢anjem gustine
mesh-a vreme simulacija se produzava, tako da je neophodno pronaéi optimalan odnos
izmedu vremena potrebnog za simulacije i zadovoljavajuc¢e preciznosti rezultata. Svi
rezultati simulacija koji ¢e biti predstavljeni odgovaraju odabranom Normal mesh-u,
slika 4.2.1.
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Slika 4.2.1: Normal mesh koriséen u simulacijama
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Da bi se postiglo razdvajanje mikrocestica primenom tehnike ustinutog toka, neophodno
je da Sirina tec¢nosti koju suspenzija zauzima u ustinutom kanalu bude manja od prec¢nika
manjih ¢estica. Na taj nacin su Cestica razli¢itih dimenzija sigurno poravnate uz gornji zid
ustinutog kanala i njihovi centri masa se nalaze na razli¢itim strujnicama fluida. Sirinom
tecnosti koju zauzima suspenzija u ustinutom kanalu se moze manipulisati podeSavanjem

odgovarajuceg odnosa protoka na ulazima. Iz navedenog sledi da mora da vazi:

@QT@ w, < d, (4.2.1)
gde su ()1 i ()2 protoci tecnosti sa Cesticama i bez Cestica, respektivno, w, Sirina ustinutog
kanala i d, dijametar Cestica manjih dimenzija koje se razdvajaju po veli¢ini. Iz izraza
(4.2.1) se moze dobiti odnos protoka tefnosti sa Cesticama i bez Cestica na ulazima u
mikrokanale za odabranu Sirinu ustinutog kanala. U simulacijama je dijametar manjih
Cestica d, = 20 pm, tako da se unoSenjem odgovarajuc¢ih vrednosti u izraz (4.2.1) dobija
da odnos protoka tecnosti na ulazima mora biti jednak ili ve¢i od 3.

S obzirom na to da je dijametar veéih Cestica 50 pum za Sirinu usStinutog kanala
odabrana je vrednost 60 pum. Zavisnost ugla izmedu ulaznih kanala, dimenzija ulaznih
kanala i dimenzija prosirenog kanala ispitan je u simulacijama i predstavljen u vidu
toplotne mape. Toplotna mapa prikazuje rezultate rastojanja izmedu cCestica na ekranu
za razli¢ite vrednosti geometrijskih parametara strukture. Geometrijski parametri su
menjani u opsezima: b,, u opsegu od 1.5 do 2.1 mm sa korakom 0.2 mm, 6 u opsegu od
30° do 150° sa korakom 30° i l; u opsegu od 200 do 350 pum sa korakom 50 pym.. Parametri
by, 1 by su odabrani da budu jednaki jer ¢e se u realnom slucaju na "ekran" definisan u
simulacijama nastavljati kanali koji ¢e razdvojene mikrocestice voditi ka razli¢itim izlaz-
ima.

Rezultati na toplotnoj mapi pokazuju porast razdvajanja cCestica po veli¢ini sa poras-
tom dimenzija prosirenog kanala, tj. parametra b,,. Granica od 2.1 mm je odabrana zbog
eksperimentalnih ogranicenja izrade u novoj hibridnoj tehnologiji koja je opisana u glavi
5. Promena ugla izmedu ulaznih kanala ne pokazuje jasnu zavisnost od rastojanja Cestica
na ekranu, ali se vidi tendencija porasta rastojanja izmedu Cestica na ekranu sa porastom
ugla izmedu ulaznih kanala u vecini sluc¢ajeva do ugla 120°. Parametar [; koji odreduje
Sirnu ulaznih kanala za vec¢e vrednosti uti¢e na slabije razdvajanje Cestica. Iz odradenih
simulacija nadeno je da se najvete razdvajanje Cestica na ekranu dobija za vrednosti
parametara b, = 2.1 mm, § = 120°, [; = 250 pm 1i iznosi 210 pm. Parametri koji su
bili fiksni u pomenutim simulacijama su: w, = 60 pm, [, = 100 pym, [; = 1200 ym. Ovi
parametri su dalje menjani u cilju ispitivanja njihovog uticaja na separacione performanse

¢ipa.
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Rastojanje izmedu
Cestica [um]

b,=1.5 mm, 0=30°
b,=1.5 mm, 0=60°
b,=1.5 mm, 0=90°
b,=1.5 mm, 6=120°
b,=1.5 mm, 0=150°
b,=1.7 mm, 6=30°
b,=1.7 mm, 0=60°
b,=1.7 mm, 6=90°
b,=1.7 mm, 6=120°
b,=1.7 mm, =150°

200
180

160

140

b,=1.9 mm, 9=30° 120
b,=1.9 mm, 0=60°
b,=1.9 mm, 0=90° L 4100
b,=1.9 mm, 0=120°
b,=1.9 mm, 6=150°
b,=2.1 mm, 0=30° - 180
b,=2.1 mm, 0=60°
b,=2.1 mm, 6=90° - 4 60
b,=2.1 mm, 6=120°
b,=2.1 mm, 0=150° L1 40

=200 ym =250 ym =300 um =350 um

Slika 4.2.2: Toplotna mapa

Slika 4.2.3 prikazuje razdvajanje Cestica za razli¢ite vrednosti duzine ustinutog kanala.
Rezultati pokazuju da duzina ustinutog kanala ne utic¢e na razdvajanje Cestica po veli¢ini
i moze se menjati u znacajnom opsegu. Male varijacije u vrednosti razdvojenih cCestica

mogu se pripisati gresci koju unosi koris¢eni mesh.

250 T T T T

200

150

100

A
(=}
T

Razdvajanje cestica [um]

o

Slika 4.2.83: Razdvajanje mikrocestica po velicini u zavisnosti od duzine uStinutog kanala
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Uticaj Sirine uStinutog toka za razli¢ite odnose brzina fluida na ulazima 1 i 2 ispitan
je za vrednosti w, = 60,70,80 um, a odnos brzina fluida % ispitan je za vrednosti
3, 41 5. Rezultati parametarskih simulacija predstavljeni su na slici 4.2.4. Rezultati
jasno pokazuju da se najbolje separacione performanse ¢ipa dobijaju za najmanju Sirinu
ustinutog kanala, a da je najbolji odnos brzina fluida (protoka) na ulazima jednak 4. Sa
daljim porastom Sirine ustinutog kanala separacione performanse slabe, bez obzira na

odnos brzina fluida na ulazima.

250

— Q2/Q1=3
200r Q,/Q41=4
150} m Q,/Qq=5

100

50

Rastojanje izmedju cestica
[um]

D S P
Qs

Slika 4.2.4: Razdvajanje mikrocestica za razlicite vrednosti wy, ¢ o

Simulacije separacije Cestica po veli¢ini unutar optimizovanog mikrofluidi¢nog c¢ipa
prikazane su na slici 4.2.5. Slika 4.2.5 prikazuje putanje mikrocestica pre¢nika 50 pum
i 20 pm, a razlic¢ite boje Cestica ukazuju da se Cestice krec¢u razli¢itim brzinama unutar
ulaznih kanala, unutar ustinutog kanala i u prosirenom kanalu. Zbog smanjenja dimenzija
kanala, unutar ustinutog kanala ¢estice imaju najvecu brzinu, koja dostize i do 0.09 %
Slika 4.2.5 pokazuje da se Cestica najvec¢om brzinom kreé¢u unutar ustinutog kanala, a na
izlazu iz uStinuc¢a nastavljaju svoje putanje u zavisnosti od veli¢ine povucene razli¢itim

tokovima tec¢nosti.
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Slika 4.2.5: Putanje mikrocestica nakon ustinutog kanala; Razlicite boje cestica
odgovaraju njihovim brzinama

Pojava razdvajanja mikrocestica po veli¢ini na principu ustinutog toka se moze razumeti
i pomocu strujnica tecnosti u kojoj se nalaze, slika 4.2.6. Mikrocestice noSene tokom flu-
ida prate odgovarajucu strujnicu pri svom prolasku kroz sistem kanala i nakon ustinutog
kanala nastavljaju svoju putanju prateci razli¢ite strujnice koje ih ujedno i odvajaju po

velid¢ini.

Hm T T T

. : .
1200 F 1 0.09
1000 F
0.08
800 <
600 < 0.07
200 3
= 0.06
200
ol 0.05
200 / \
L % .-~
\

-1000

-1200

L L L L L L
-500 0 500 1000 1500 2000 Hm

Slika 4.2.6: Strujnice fluida unutar mikrofluidicnog ¢ipa i mikrocestice koje se
razdvajaju po velicini prateci ih

Rezultati razdvajanja mikrocestica mogu se predstaviti preko grafika zavisnosti broja
mikrocestica na odredenom polozaju cestica na ekranu. U simulacijama je pusteno 600
Cestica (300 manjih i 300 veéih) kroz sistem kanala. Dobijeni rezultati razdvajanja
mikrocestica od 50 i 20 pm prikazani su na slici 4.2.7. Rezultati pokazuju razdvajanje
Cestica 210 pm sa uskom raspodelom mikrocestica na ekranu. Simulacije su i u ovom

pogledu pojednostavljeni sluc¢aj realnog jer je inicijalna pozicija Cestica uniformna, tj.
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mikrocestice jedna za drugom ulaze u kanal krec¢uéi se po njegovoj sredini. U realnom
slu¢aju moze do¢i do medusobnog sudaranja cCestica, zapusavanja ustinutog kanala i usled

razlic¢ite pozicije mikrocestica u ulaznom kanalu do Sire raspodele ¢estica na ekranu.

o

90

80

g

60

50 F

Broj mikrocestica

401

30F

20F

. L L .
250 300 350 400 450
PoloZaj mikrocestica na ekranu [um]

Slika 4.2.7: Histogram broja cestica na razlicitim mestima na ekranu

U simulacijama je dobijen set parametara koje obezbeduje najbolje separacione per-
formanse za koji ¢e biti realizovan mikrofluidi¢ni ¢ip primenom nove hibridne tehnologije.
Dobijeni finalni set parametara u simulacijama je: w, = 60 pm, [, = 500 pm, [, = 250 pm,
by = by = 2.1 mm, 6 = 120° i % = 4, a dobijeno rastojanje izmedu cCestica na ekranu
213 pm.

Realna struktura mikrofluidi¢nog ¢ipa je prilagodena sistemu za testiranje ¢ipova.
Dimenzije celog ¢ipa odgovaraju predmetnom mikroskopskom staklu, a sama simulirana
struktura zauzima mali deo ¢ipa. Ostatak ¢ipa su sistemi kanala koji povezuju ulazni
kanal za cestice i fluid i izlazne kanale za razdvojene cestice. Detaljan postupak izrade

mikrofluidi¢nog ¢ipa bic¢e predstavljen u glavi 5.
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Glava 5

Izrada mikrofluidiénog ¢ipa za

separaciju Cestica

Mikrofluidi¢ni ¢ip za separaciju mikrocestica po veli¢ini fabrikovan je primenom nove,
hibridne tehnologije [27]| koja kombinuje procese laserskog secenja keramickih traka i nji-
hovu laminaciju sa PVC folijama. Kao $to je opisano u poglavlju 2.3 ova tehnologija
se bazira na koris¢enju dva materijala, PVC folija koje se koriste za enkapsulaciju sred-
njeg sloja napravljenog od nesinterovanih keramickih traka, koje se koriste za izradu u
LTCC tehnologiji. U ovoj glavi bi¢e dat detaljan proces izrade optimizovanog mikroflu-
idi¢nog ¢ipa za separaciju mikrocestica po veli¢ini, kao i karakterizacija dobijenih slojeva
u procesu laserskog secenja LTCC trake.

5.1 Postupak izrade mikrofluidi¢nog ¢ipa

Hibridna tehnologija, iskori¢ena za realizaciju ¢ipa koristi PVC folije i LTCC trake
za pravljenje mikrofluidi¢nih ¢ipova primenom kombinacije ksirografije i laserskog sec¢enja
LTCC traka. Za realizaciju mikrofluidi¢nog ¢ipa za separaciju mikrocestica po veli¢ini
koris¢en je materijal Heraeus CT800 (Heraeus Electronics LTCC Materials, Germany)
- nesinterovana keramika dostupna u vidu fleksibilne folije. PVC folije (MBL® 80MIC,
Serbia) debljine 80 pm, koris¢ene su za izradu gornjeg i donjeg sloja ¢ipa. Hibridna
tehnologija izrade podrazumeva slojevito pravljenje ¢ipa i sastoji se od nekoliko koraka,
slika 5.1.1.

Gornji sloj mikrofluidi¢nog ¢ipa sadrzi otvore za ulaz i izlaz tecnosti i dobija se se¢en-
jem PVC folije pomoc¢u Ploter Cutter-a sa preciznim nozi¢em (metod ksirografije), slika
5.1.2a. Donji sloj mikrofluidi¢nog ¢ipa je takode PVC folija, s tim da donji sloj sluzi za
zatvaranje ¢ipa i PVC folija ne sadrzi otvore, slika 5.1.2b. Prednost koris¢enja PVC folija
u izradi mikrofluidi¢nih ¢ipova je njihova savitljivost i transparentnost $to omogucava

pracenje toka fluida unutar mikrofluidi¢nog ¢ipa. PVC folije sadrze sloj lepka na jednoj
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Ulaz 1

Ulaz 2
Izlaz 1 PVC folija
LTCC

PVC folija

Slika 5.1.1: Slojevita struktura mikrofliuidicnog cipa

strani, koji se pri dejstvu temperature topi i omogucava lepljenje PVC folije i LTCC

trake.

Ploter Cutter (CE6000-60 PLUS®), Graphtec America, Inc., Irvine, CA, USA) ko-

riS¢en za secenje PVC folija sadrzi precizan nozi¢ kojim sece PVC foliju zalepljenu za

dvostranu selotejp traku na kaptonu, slika 5.1.2c. Ploter Cutter se povezuje sa ra¢unarom

i see dizajn strukture nacrtane u programu AutoCAD. Dizajn PVC folija koriséenih za

mikrofluidi¢ni ¢ip za separaciju cestica predstavljen je na slici 5.1.2a i b.

(a) (b) (©)

Slika 5.1.2: PVC folija a)gornji sloj b)dongi sloj c¢)Ploter Cutter

Parametri koji se mogu podesiti za secenje PVC folija na Ploter Cutter-u su brzina

secenja i sila kojom nozi¢ pritiska uzorak. Odabir optimalnih parametara secenja je vazan

da bi se postigle precizno isecene dimenzije strukture. KoriS¢eni parametri pri secenju

PVC folija debljine 80 um dati su u tabeli 5.1.
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Tabela 5.1: Parametri secenja PVC folija

Brzina secenja {C—mJ Brzina secenja [C—m} Pritisak
Parametar s - s .
ulazi/izlazi ivice noza
30 60 19

Srednji sloj mikrofluidi¢énog ¢ipa se pravi od nesinterovanih keramickih traka na kojima
je moguce laserom precizno ise¢i Zeljenu strukturu mikrokanala. Laser je povezan sa
racunarom koji koristi program Visual Laser Marker u koji je moguée ucitati nacrtanu
strukturu u AutoCADu. Kori$éen laser za secenje LTCC traka je Nd:YAD talasne duzine
1064 nm (Rofin-Sinar Power Line D-100, Germany), slika 5.1.3.

rofin |

[ ]
L]
)
)
LB
\
\
N
\
\

Slika 5.1.3: Laser koriséen za secenje

Da bi se realna strukutura mikrofluidi¢nog ¢ipa $to vise pribliZila simuliranoj potrebno
je utvrditi odstupanja dobijenih dimenzija strukture od zadatih pri laserskom secenju.
Sirina laserski isecene linije u LTCC traci u velikoj meri zavisi od odabranih param-
etara seCenja materijala. Parametri, koje je moguce varirati pri secenju laserom su:
jacina struje, brzina prolaza snopa, frekvencija secenja, Sirina snopa, kao i broj prolazaka
laserom. Eksperimentalno je ustanovljeno da se za set parametara iz tabele 5.2 dobija
iseCena struktura bez izgorelih ivica, a dobijene dimenzije su 30 um Sire od nacrtanih i
nastaju kao posledica Sirine snopa lasera. Zato su pri crtanju, pre secenja strukture u
softveru AutoCAD sve dimenzije modifikovane.

Kao sto je receno u poglavlju 3.1, separacione performanse mikrofluidi¢nog ¢ipa za-
vise od Sirine usStinutog kanala. Zato je provera dimenzija ustinutog kanala uradena na
profilometru i skeniraju¢em elektronskom mikroskopu (SEMu). Ise¢ena LTCC traka na

laseru, kao i dizajn po kom je se¢ena predstavljeni su na slici 5.1.4.
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Tabela 5.2: Parametri laserskog secenja

Jacina Frekvencija | Brzina snopa | Sirina snopa Broj
Parametar | struje [A] [kHz| [ms_mw [mm] prolazaka
26.8 10 30 0.01 2

Slika 5.1.4: Struktura nacrtana u AutoCADu (leva slika); isecen srednji sloj cipa (desna
slika)

Svi dobijeni slojevi mikrofluidiénog ¢ipa se spajaju u procesu laminacije. Za jednoslo-
jne strukture dovoljno je koristiti obi¢an laminator, dok se za viSeslojne strukture moze
koristiti jednoosna presa koja na poviSenoj temperaturi pod pritiskom spaja LTCC slo-
jeve ¢ipa. Hibridna tehnologija izrade podrazumeva lepljenje PVC folije i LTCC traka u
procesu laminacije. PVC folija sadrzi sloj lepka sa jedne strane koji se u procesu lami-
nacije, pod dejstvom toplote, topi i omoguéava lepljenje folije za LTCC traku. Laminator
(FG320, Minoan Binding Laminating, Belgrade, Serbia) kori¢en za pravljenje mikroflu-

idi¢nog ¢ipa predstavljen je na slici 5.1.5.

Slika 5.1.5: Laminator koriséen za pravljenje cipa
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Pri laminaciju PVC folije i LTCC trake potrebno je pronaci optimalnu brzinu i tem-
peraturu laminiranja mikrofluidi¢nih ¢ipova. Naime, temperatura topljenja PVC folija
iznosi 120 °C, ali ¢ip "ne ose¢a'" tu temperaturu pri prolasku kroz laminator jer je smesten
u zastitnu kaptonsku foliju pri laminaciji. Eksperimentalno je utvrdeno da je laminacija
slojeva na 145 °C dovoljno da se lepak na PVC foliji istopi bez deformisanja folije. Cesto
se kao problem pri pravljenju ¢ipova javlja spajanje lepka gornje i donje PVC folije kroz
iseenu strukturu LTCC trake. Da bi se ispitale grani¢ne dimenzije isecenog kanala u
LTCC traci, pri kojoj se lepak gornje i donje PVC folije nece zalepiti u procesu lami-
nacije ispitana je laminacija za Sirine kanala 2, 3, 4, 51 6 mm na 145 °C pri brzinama

okretanja grejaca laminatora 1 i 5. Dobijeni rezultati predstavljeni su na slici 5.1.6

(a) (b)

Slika 5.1.6: Parametrizacija laminacije (a) brzina: 5 (b) brzina: 1

Rezultati sa slike 5.1.6 pokazuju da se pri laminaciji PVC folije i LTCC traka, lepak sa
suprotnih strana ¢ipa spoji unutar kanala i zapusi ga, ¢ime kanal postaje nefunkcionalan.
Od svih ispitanih kanala jedino kanal Sirine 2 mm pri brzini 5 nije zapuSen nakon lami-

nacije, tako da je opravdan odabir dimenzija proSirenog kanala za ¢ip od 2.1 mm.

5.2 Karakterizacija slojeva mikrofluidi¢nog ¢ipa

Kako bi se ispitalo odstupanje izradenih LTCC traka od projektovanih vrednosti pre
laminacije izvrSena je njihova karakterizacija na SEMu i profilometru.

Profilometar Huvitz Panasis je opticki mikroskop sa mnogobrojnim mogué¢nostima za
merenje dimenzija strukture, snimanje 3D profila i razli¢itim merenjima u dve ili tri di-
menzije. Slika 5.2.1 prikazuje iseceni LTCC sloj mikrofluidi¢nog ¢ipa pod mikroskopom.
[zmerena dimenzija uStinutog kanala odgovara projektovanoj vrednosti od 60 pum sa
odstupanjem od 3%. Na slici 5.2.1 moze se primetiti da su ivice u$tinutog kanala na
spoju sa prosirenim kanalom zaobljene. Lasersko se¢enje ivica koje su pod pravim ili
ostrim uglom uvek rezultira oblom ivicom kao posledica postojanja odredene Sirine snopa

lasera.
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Slika 5.2.1: Sirina ustinutog kanala

LTCC sloj je snimljen i na SEMu za detaljniji uvid u strukturu ise¢enog materijala.
SEM korisiti snop elektrona za stvaranje slike povrSine uzorka koji se snima. Koriséen-
jem snopa elektrona SEM daje moguénost veéeg uvecéanja nego opticki mikroskopi jer
optic¢ki mikroskopi koriste fotone vidljive svetlosti, ¢ija je talasna duzina mnogo vec¢a od
talasne duzine snopa elektrona. S obzirom na to da koristi naelektrisane ¢estice za pos-
matranje uzorka, SEM je pogodan za posmatranje provodnih i poluprovodnih materijala
jer oni mogu provoditi elektrone. Izolatori s druge strane ne provode struju, tako da se
pri snimanju izolatorskih materijala formira veliki odsjaj od povrSine i dobija loSa slika
uzorka. Takve smetnje se mogu regulisati koris¢enjem karbonske trake za odvodenje viska
elektrona. Slika 5.2.2a daje 120x uvecanu sliku srednjeg sloja mikrofluidi¢nog ¢ipa. Na
slici 5.2.2a se vidi jasno iseCena kontura kanala laserom, kao i zaobljene ivice krajeva
kanala koje pravi laser usled postojanja Sirine laserskog snopa. Struktura na slici 5.2.2a
ima jasno isecene kanale, bez izgorelih ivica i ostataka materijala. Uvecavanjem usStin-
utog kanala 2000x na SEMu, mogu se videti sastavne jedinice materijala. Slika 5.2.2b
prikazuje gornji zid uStinutog kanala uve¢an 2000x. Slika pokazuje da je zid kanala ravan
i da je hrapavost zida zanemarljiva, tako da su ostvareni uslovi ravnih zidova definisani
u simulacijama. Slika 5.2.2b takode prikazuje sastavne jedinice materijala, odnosno prah
od koga su dobijene LTCC trake.
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PFFO005 2019/08/05 | x120 500 pm PFF0010 2019/07112 H x2.0k  30um

(a) (b)

Slika 5.2.2: Ustinuti kanal uveéan na SEMu a) x120 b) x 2000

5.3 Finalni izgled mikrofluidi¢nog cipa za separaciju
Cestica

Kao sto se moglo videti iz poglavlja 5.1 postupak izrade mikrofluidi¢nog ¢ipa pri-
menom nove hibridne tehnologije je jednostavan i pravljenje ¢ipova se vrsi za nekoliko
desetina minuta. Ova tehnologija nudi moguénost brze izrade jeftinih mikrofluidi¢nih
¢ipova. Na slici 5.3.1 dat je izgled finalnog mikrofluidi¢nog ¢ipa za separaciju Cestica

fabrikovanog u novoj hibridnoj tehnologiji.

s T,

Slika 5.3.1: Mikrofluidicni ¢ip za separacijucestica po velicini realizovan u novoj
hibridnoj tehnologiji izrade
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Verifikacija 1 testiranje mikrofluidiénog

¢lpa za separaciju cestica

Mikrofluidi¢ni ¢ip za razdvajanje mikrocestica po veli¢ini testiran je sa Cesticama
polena ambrozije (lat. Ambrosia) i oraha (lat. Juglans). Srednja vrednost pre¢nika
polena ambrozije u vodi je 22 + 1.3 pum, a oraha 43 + 3 pum. Slika 6.0.1 predstavlja slike
polena oraha i ambrozije pod mikroskopom sa izmerenim pre¢nicima cestica. Sa slike
6.0.1 se vidi da oblik polena nije idealno sferic¢an, ali i da se zbog malog odstupanja od
srednje vrednosti precnika ne unosi velika greska aproksimacijom polena kao sferi¢nim

Cesticama.

Slika 6.0.1: Polen oraha (leva slika) i ambrozije (desna slika)

Polen se pre testiranja hidrira u vodi i dodaje fuksin (organsko jedinjenje intenzivno
ruzicaste boje), koji se u biologiji koristi za bojenje polena. Polen poprimi intenzivno
ruzicastu boju od fuksina, tako da postane tamniji od te¢nosti u kojoj se nalazi. Inten-
zivna boja polena je vazna da bi se njegova putanja uocila unutar mikrofluidi¢nog ¢ipa
tokom eksperimenta. Postavka eksperimenta je predstavljena na slici 6.0.2 i sastoji se od
dve gpric pumpe (NE 4000 Multi Pulser, KF Technology, Italy), drza¢a mikrofluidi¢nog

¢ipa, konektora i kamere za prac¢enje eksperimenta.
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Dve Spric pumpe sa $pricevima povezane su konektorima sa cevéicama kroz koje se
krec¢e tecnost od pumpe ka ¢ipu. Mikrofluidi¢ni ¢ip se fiksira pomocu drzac¢a nakon mon-
tiranja cevéica na odgovarajuce ulaze i izlaze ¢ipa. Uloga drzaca je fiksiranje cevéica na
ulazima i izlazima ¢ipa i spreCavanja curenja te¢nosti oko Cipa. épric pumpe su podeSene
na razli¢ite protoke, prema vrednostima dobijenim iz simulacija, tako da je te¢nost unutar

Sprica u kom su mikrocestice obojena, a tec¢nost u drugom $pricu je destilovana voda.

Slika 6.0.2: Postavka eksperimenta

Inicijalni eksperiment je odraden sa obojenim tec¢nostima da bi se videla raspodela
te¢nosti razli¢itih boja unutar prosirenog kanala mikrofluidi¢nog ¢ipa. Koris¢enjem boja
za kolate (Aroma 1990®), Belgrade, Serbia), jedan $pric je napunjen vodom obojenom
plavom bojom. Ispitani su razli¢iti odnosi protoka tec¢nosti na ulazima i posmatran
odnos prostora koji te¢nosti zauzimaju unutar prosSirenog kanala. Na osnovu prostora
koji tecnosti zauzimaju u prosirenom kanalu, moze se zakljuciti kuda ¢e se mikrocestice
kretati. Inicijalne vrednosti protoka uzete su iz simulacija, a odnosi protoka na ulazima
su ispitani tako da je ulaz sa Cesticama podeSen na protok (); = 31.2 7::11”, a (o ima 3,

4, 51 6 puta ve¢u vrednost. Za % = 3 podeSen je protok Qo = 93.6 ul za L2 =4

min’ Q1
podeSeno je Oy = 124.8 W—’f—;, za % = 5 podeseno je Qo = 156 m"—}n iza % = 6 podeSeno

je Qo = 187.2m“—i1n. Dobijeni rezultati uslikani su digitalnom kamerom i predstavljeni na
slici 6.0.3.

Na slici 6.0.3 plavom bojom je obojen tok u kom ¢e se nalaziti cestice i koji ulazi u ¢ip
protokom ()1, a bezbojna tec¢nost je destilovana voda ¢iji je protok menjan, ()». Prema
teoriji, Cestice manjih dimenzija bi trebalo da odlaze u uzi odvodni kanal, dok bi Cestice
vec¢ih dimenzija napustale ¢ip kroz Siri odvodni kanal. Rezultati sa slike 6.0.3 pokazuju da
se najbolje razdvajanje dobija u slucaju % = 4 jer ¢e manje Cestice noSene tokom plave
boje oti¢i u uzi odvodni kanal, dok ¢e vec¢e Cestice noSene grani¢nim tokom oti¢i u Siri

odvodni kanal. Dobijeni rezultat je u skladu sa slikom 4.2.4 dobijenim u simulacijama.
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© . @

Slika 6.0.3: Raczliciti odnosi protoka tecnosti na ulazima a) 3b) 4 ¢) 5d) 6

Slika 6.0.3d prikazuje i da se za odnos protoka jednak 6 ne dobija razdvajanje Cestica jer
sva te¢nost plave boje odlazi u isti kanal.

Prilikom eksperimentalnog testiranja c¢ipa javlja se problem sa vazdu$nim mehurima
koji se stvore na kontaktu izmedu cevcice sa te¢nos$c¢u i ulaza u ¢ip. Oni zajedno sa
fluidom udu u ¢&ip i ostaju zaglavljeni unutar prosirenog kanala. Problemi vazdu$nih
mehura u literaturi su reseni koris¢enjem dodatne opreme, tzv. zamki za mehure. Zbog
nedostatka ovog dela opreme primenjene su razli¢ite robustne metode izbacivanja mehura
iz ¢ipa (menjanje protoka tecnosti na ulazima, ponovno povezivanje ¢ipa itd.) Dok god
se mehuri ne nalaze na putu mikrocestica, oni ne ometaju rad ¢ipa.

Postavka eksperimenta je zadrzana i pri testiranju separacije polena po velic¢ini. Iz
rezultata simulacija i inicijalnih testiranja ¢ipa odabran je odnos ulaznih protoka jednak
4. lako je prethodno obojen, polen se tesko uocava u prosirenom kanalu jer se veoma
brzo kreée kroz strukturu. U toku eksperimenta uslikana je fotografija gde su dobijena
dva toka mikrocestica, ka razlicitim izlazima, slika 6.0.4.

Pri testiranju mikrofluidi¢nog ¢ipa, pored vazdusnih mehura u ¢ipu, javlja se problem
zapuSavanja uStinutog kanala polenom. Naime, c¢estice polena stizu nasumic¢no iz $prica
u kom se nalaze kroz sistem cevcica do ulaza u mikrofluidi¢ni ¢ip. Kada se na ulazu nade
veliki broj cestica, njihov nailazak na uStinuti kanala ga zapuSava. Dobar pokazatelj
zapuSenosti ustinutog kanala je upijanje te¢nosti i menjanje boje u ruzicastu LTCC trake

u okolini ustinutog kanala. Naime, LTCC trake su porozne i upijaju te¢nost koja protice
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Slika 6.0.4: Razdvajanje cestica po velicini sa obeleZenim putanjama

kroz ¢ip, slika 6.0.4. To je jedan od osnovnih razloga zaSto su Cipovi napravljeni u
ovoj tehnologiji za jednokratnu upotrebu. OtpuSavanje kanala je uspeSno postignuto
menjanjem otpornosti izlaznih kanala, tako da se stvori dovoljno velika razlika pritisaka
da "izvuce" Cestice iz ustinutog kanala.

Poredenje toka Cestica u simulacijama i u eksperimentu predstavljeno je na slici 6.0.5.

s

Slika 6.0.5: Poredenje putanje mikrocestica u simulacijama i eksperimentalno

Dobijeni rezultati eksperimentalnog testiranja mikrofluidi¢nog ¢ipa za separaciju ¢es-
tica polena po veli¢ini su dobar pokazatelj da se primenom nove, hibridne tehnologije
izrade moze realizovati separator Cestica. Odradeni eksperimenti su ujedno bili i pokaza-
telji koje nedostake treba popraviti da bi se separacija cestica mogla nesmetano vrsiti.
Kao $to se moglo videti u glavi 3, tehnika uStinutog toka pronalazi svoju primenu za
razli¢ite analize krvi, a njena primena sa Cesticama polena mogla bi sluziti za utvrdi-
vanje sastava meda. Dalja istrazivanja ¢e biti usmerena na otklanjanje eksperimentalnih
nedostataka, pravljenje statistike razdvojenih Cestica, ispitivanja sepracije za nesferi¢ne

Cestice i optimizaciju dizajna u cilju postizanja Sto boljih performansi.
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Zakljucak

U okviru master rada analizirane su mogué¢nosti realizacije mikrofluidi¢nog ¢ipa za
separaciju mikrocestica po veli¢ini na principu usStinutog toka.

Softverski alat Comsol Multiphysics koris¢en je za projektovanje i optimizaciju sep-
aracionih performansi mikrofluidi¢nog ¢ipa. Ispitan je uticaj geometrijskih parametara
strukture kao Sto su Sirina i duzina ustinutog kanala, Sirina proSirenog kanala, ugao
izmedu ulaznih kanala i Sirina ulaznih kanala. Rezultati ispitivanja uticaja geometrijskih
parametara na separacione performance pokazuju da se za Sirinu ustinutog toka priblizne
veli¢ine kao $to je precnik vecih Cestica dobija bolja separacija cestica po veli¢ini. Pored
geometrijskih parametara, ispitan je i uticaj vrednosti ulaznih protoka fluida u mikroflu-
idi¢ni ¢ip na separacione performanse i dobijeno da se za vrednost odnosa ulaznih protoka
jednak 4 dobija najvece razdvajanje Cestica po veli¢ini. Iz dobijenih rezultata, odabran
je set parametara za koje se dobija najvece razdvajanje mikrocestica.

Optimizovana mikrofluidi¢na struktura izradena je primenom nove hibridne tehnologije
koja kombinuje lasersko se¢enje LTCC traka, secenja PVC folija Ploter Cutter-om sa pre-
ciznim nozi¢em i proces laminacije dobijenih slojeva. Ovako napravljen mikrofluidi¢ni ¢ip
iskoriséen je za testiranje separacije Cestica polena oraha i ambrozije po veli¢ini.

Testiranje separacije mikrocestica uradeno je sa cesticama polena oraha i ambrozije,
¢iji precnici Cestica odgovaraju simuliranim ¢esticama. Polen je pre eksperimenta obojen
da bi se njegova putanja mogla pratiti unutar mikrofluidi¢nog ¢ipa pomocu digitalne
kamere. Medutim, zbog loseg kvaliteta slike koju daje digitalna kamera i velike brzine
prolaska polena kroz posmatrano polje, tesko ga je uociti. Separacija Cestica je uslikana
za ulazne protoke od 31.2 ul/min i 124.8 pl/min gde se moglo uo¢iti da se ¢estice razli¢itih
veli¢ina krec¢u ka razli¢itim izlazima.

Eksperimentalni problemi koji se javljaju tokom testiranja mikrofluidi¢nog ¢ipa su
zapuSavanje ustinutog kanala ¢esticama polena i vazdusni mehuri koje je tesko odstraniti
iz ¢ipa. Dalja istrazivanja bi¢e usmerena na otklanjanje ovih nedostataka koriséenjem

dodatne opreme (kao $to su zamke za vazdusne mehure), kao i primenom unapredenih
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tehnika usStinutog toka gde se ve¢om Sirinom ustinutog kanala sprecava njegovo zapusSa-
vanje.

U okviru rada je pokazano da se separaciona tehnika na principu ustinutog toka moze
primeniti i u novoj hibridnoj tehnologiji izrade mikrofluidi¢nih ¢ipova. S obzirom na to
da je proizvodnja ¢ipova u ovoj tehnologiji jeftina i ne zahteva puno vremena, skupu
opremu ili specijalne uslove unapredenje separacionih performansi ¢ipa obecava jednog
dana i njihovu komercijalnu upotrebu. Potencijalne oblasti primene ovako predlozenog
reSenja su medicina, biologija, ispitivanje kvaliteta hrane i sl., dok se kao konkretne ap-
likacije mogu navesti razdvajanje i brojanje Cestica, bakterija, somatskih ¢elija i sl. Dalja
istrazivanja bi¢e usmerena na unaredenje performansi i konkretnu primenu u navedenim

aplikacijama.
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