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SUMMARY IN ENGLISH

This project concludes a project series that has explored the possibility to realize a miniaturized system, a
small chip, for high performance liquid chromatography (HPLC). The chip should comprise all necessary
components for HPLC, namely integrated high-pressure pumps, column, and detection. The targeted
application is a portable instrument for easier and faster analysis of pollutants in water samples directly
in the field. The key to success is believed to be the miniaturized high-pressure pumps developed by our
research group at the Division of Microsystems Technology, Uppsala University. The driving principle of
the pumps is the large and relatively incompressible volume expansion of paraffin when melted by
integrated heaters. A preceding project showed that a new fabrication process was necessary for better
pressure capability and reliability of the chip. Therefore, this project aimed to develop new fabrication
processes for the chip. The results were two new fabrication processes for stainless steel and glass. With
then new fabrication process for glass chips, this project was also able to present a design for a chip with
a column in direct connection with an integrated, ultra-low volume flow cell for photospectrometry for
detection of sample analytes. In conclusion, this project series has treated all parts of a miniaturized HPLC-
instrument and shows a possible approach for realizing such a system.

SAMMANFATTNING

Projektet avslutar en projektserie for att ta fram ett komplett miniatyriserat och portabelt instrument for
hogupplosande vatskekromatografi (HPLC), bestaende av hogtryckspumpar, kromatografikolonn och
detektor med tillhérande kanalsystem for hoga tryck och kontrollfunktioner. Detta projekt fokuserade pa
att ta fram nya tillverkningsprocesser for att 6ka tillforlitligheten och trycktaligheten hos tillverkade
system. Projektet har resulterat i att tva olika tillverkningsprocesser har tagits fram for att framstalla chip
i rostfritt stal respektive glas. Bada processerna resulterar i chip som tal tillrackligt hoga flodestryck for att
lampa sig for HPLC. En konstruktion som integrerar en kromatografikolonn med en kyvett for detektion
med fotospektrometri har ocksa tagits fram. Sammantaget visar projektserien goda mojligheter att ta
fram ett komplett miniatyriserat instrument for HPLC. Ett fortsattningsprojekt kravs dock for att optimera
tillverkningsprocesserna samt angripa systemintegrationen och darmed uppfylla alla projektmal.
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1 BAKGRUND

Det dyker stindigt upp indikationer pa att till och med valdigt sma maéangder av antibiotika,
hormonstérande dmnen, pestisider och liknande substanser i vattnet kan paverka oss negativt genom
kronisk exponering. Europeiska Unionen stédller krav pa miljoovervakning for att battre kartlagga
problemet och sakerstélla god vattenkvalitet i sitt Vattendirektiv som aven ar infort i svensk lag. | Klimat
och sarbarhetsutredningen (SOU 2007:60) konstateras att det finns behov av snabbare och enklare
metoder, girna pa plats, for att detektera kemiska fororeningar i ravatten och dricksvatten. Dagens
provtagning och analys tar dagar till veckor. For dricksvatten-produktionen innebar detta ofta att vattnet
redan ar konsumerat nar analysresultatet ar klart. Pa centrallaboratorierna anvdnder man ofta
analysinstrumentet High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Detta ar ett skrymmande
instrument for laboratoriebruk som kraver god operatérsvana. En miniatyrisering av systemet skulle
mojliggéra automatisering for att minska kravet pa operatérsvana och man skulle kunna gora provanalys
direkt i falt. Kort sagt skulle arbetet med miljéévervakning férenklas och ga betydligt snabbare dn idag. Pa
sikt kan man dven tanka sig helt automatiska instrument utan operatér som placeras ut och kontinuerligt
analyserar vattnet samt skickar resultatet via mobiltelefonnatet. Projektresultatet ska darfor anvandas for
att mojliggora faltanalyser av miljogifter i vatten med HPLC.

HPLC &r den viktigaste analysmetoden inom kemi och biokemi fér separation och analys av olika prover.
80 % av alla kdnda kemiska substanser kan analyseras med hjalp av vatskekromatografi och metoden ar
darfor valdigt utbredd. Karaktaristiskt for HPLC ar att metoden kraver hogre tryck an vanlig
vatskekromatografi men ger i gengald battre resultat [1, 2]. Ett HPLC-system bestar i grova drag av en
hogtryckspump, en provinjektor, en kolonn och en detektor samt ett flodessystem (slangar och ventiler)
for att koppla samman dessa delar.

Vid miniatyrisering av HPLC krdvs mindre mangd av provet (nagra mikroliter ner till tiotals nanoliter) och
I6sningsmedel och kansligheten hos analysen dkar [3]. Mindre mangd vatskor gor att man kan genomféra
analysen snabbare. Eftersom I6sningsmedlen ofta ar skadliga dar en minskning av férbrukningen sarskilt
bra ur miljésynpunkt.

En av de svaraste komponenterna att miniatyrisera och integrera &r hogtryckspumpen.
Forskningslitteraturen pa omradet beskriver ett fatal miniatyriserade HPLC-system [4-11] och enstaka
rapporter dar en inbyggd pump har anvénts. | den rapport med inbyggd pump som visat bast prestanda
[6] lyckas man inte komma upp i de hoga tryck som traditionell HPLC-teknik anvander sig av (17 bar
jamfort med 6ver 200 bar for vanlig HPLC). | en 6versiktsartikel fran 2011 identifieras just integrationen
av pumpar som en kritisk milstolpe for framtida portabla kromatografisystem [12].

| denna projektserie anvands en relativt ny drivningsmetod fér den inbyggda pumpen, namligen smaltning
och stelning av paraffin. Nar paraffin smalts har det en stor volymexpansion som kan utnyttjas for att
trycka pa en vatska och skapa ett fléde i en pump. Paraffinet ar samtidigt svart att trycka ihop vilket gor
att pumpen klarar héga tryck [13]. Vid Avdelningen for mikrosystemteknik vid Angstrémlaboratoriet,
Uppsala universitet ar vi nu uppe i pumptryck pa éver 150 bar [14].

| ett delprojekt (AForsk13-382) undersoktes hur man kan dstadkomma temperaturkontroll av chipet for
att sdkerstalla god prestanda vid de vaxlingar i omgivande temperatur som kan férvantas for ett portabelt
system. Projektet undersokte dven majligheten att integrera en detektor for analys pa chipet.
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| ett pilotprojekt (AForsk 12-163) har ett chip med flera inbyggda hégtryckspumpar och en integrerad
kolonn konstruerats, Figur 1. Detta har resulterat i mycket information for vidare konstruktion av systemet
samt tva publikationer, termomekanisk analys av enskild pump [15] och ett forsta koncept for ett chip
med flera integrerade pumpar [16]. | projektet uppnaddes ett systemtryck pa 40 bar och det framkom att
tillverkningsprocessen behover bytas ut for att kunna komma upp i de hégre tryck som kravs for HPLC och
for att 6ka tillforlitligheten for tillverkningen.

Detta delprojekt ar tankt att avsluta projektserien och syftar till att utveckla en ny tillverkningsprocess
som bygger pa l6dning for att sammanfoga chipet och na slutmalet. Lodning av system for mikrofluidik ar
ett relativt nytt omrade inom forskningen. Lédning av stalkapillarer samt glas- och kiselchip har
rapporterats [17, 18], men 16dning av system i rostfritt stal ar ovanligt inom forskningen.

Tidigare bestélldes rostfria etsning av alla strukturer och kanaler fran en leverantér. For att oka
processkontrollen gors etsningen i egen regi och en process har utvecklats for detta.

Projektet fokuserade pa att utveckla robusta tillverkningstekniker for att sakerstalla ett gott utbyte av
fungerande komponenter och god funktion varje system. Tillverkningsprocessen foér att framstalla
komponenter i rostfritt stal har kompletterats med utveckling av en tillverkningsprocess for glas. Detta
innebar 6kad frihet vid konstruktionen av systemet. Glas lampar sig exempelvis bra vid konstruktion och
tillverkning av kolonn och detektor tack vare egenskaper som styvhet och god optisk transparens. Rostfritt
stal lampar sig bra for pumpar och ventiler tack vare hogre viarmeledningsformaga och mojlighet till
flexibla membran.

Tidigare delprojekt syftade till att integrera detektion pa chipet, men detta fick skjutas pa framtiden
eftersom en tillforlitlig tillverkningsprocess saknades. | och med utvecklingen av tillverkningstekniker i
detta projekt har integrationen av detektion kunnat lyftas in har.

Projektet har genomfdrts under perioden 2014-09-01 till 2016-02-29 pa Avdelningen for
mikrosystemteknik vid Angstromlaboratoriet, Uppsala universitet.

Figur 1. Vanster bild: Overgripande konstruktion fran pilotprojektet. Tva drivpumpar for l6sningsmedel, tvd mindre
injektionspumpar for provinjicering och en kolonn &r integrerade. Hoger bild: Tillverkat chip med inbyggda
hogtryckspumpafran pilotprojektet.
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2 FUNKTION OCH KONSTRUKTION

Den hogtryckspump som anvands i projektet bestar av en inloppsventil, en pumpkammare och en
utloppsventil. Varje ventil och pumpkammare har en integrerad paraffincylinder innesluten av ett
membran. Aktivering av dessa gors genom att paraffinet smalts med hjalp av inbyggda varmare.
Smaltningen medfor en volymexpansion som gor att membranet bojs ut och stanger en ventil eller trycker
ut vatska ur pumpkammaren. Nar varmarna stangs av stelnar paraffinet och krymper till sin ursprungliga
volym vilket 6ppnar en ventil eller suger in vatska i pumpkammaren. Genom att aktivera ventiler och
pumpkammare i en repeterande sekvens kommer vatska att drivas framat. Detta ger ett pulserande flode
som inte ar 6nskvart vid kromatografi, men genom att anvanda tva eller fler parallella och fasforskjutna
pumpar kan man fa ett kontinuerligt flode.

Chipets konstruktion ses i Figur 1. Drivningen ar planerad enligt féljande: Drivpumparna pumpar
kontinuerligt mobil fas genom kolonnen. Vid provinjektion 6ppnas ventilen och pa grund utav det hoga
mottrycket i kolonnen kommer den mobila fasen att ga ut till “waste”. Sedan injiceras provet i kanalen
mellan ventil och injektionspump vilket ger en vildefinierad volym som beror pa kanalens dimensioner.
Darefter stangs ventilen och drivpumparna borjar pressa provvolymen genom kolonnen fér separation.

Detta drivsatt borde ge en stabil och snabb drivning av den mobila fasen eftersom drivpumparna aldrig
behdver stangas av under en drivsekvens. En avstangning skulle innebara att nar pumparna startar igen
maste de na termisk jamvikt innan de kan pumpa med ett stabilt flode igen.

Chipet ar konstruerat enligt en flerlagerprincip dar olika lager for olika funktioner fogas samman for att
bilda ett system, Figur 1. Konstruktionsmaterialet ar huvudsakligen rostfritt stal for att klara héga tryck.
Ovriga lager &r ett stdlmembran och ett flexibelt ménsterkort foér inbyggda vdrmare och
temperatursensorer. Kolonnen kan antingen vara av kommersiell extern typ eller integreras i ytterligare
lager pa chipet. Detektorn planeras att vara av typen UV/VIS spektrometer och integreras genom att ett
chip med en miniatyriserad flodescell integreras och kopplas till kolonnens utlopp. Flodescellen
genomlyses med en portabel ljuskalla genom optisk fiber och kvarvarande ljus samlas upp av en utgaende
optisk fiber och leds till en portabel spektrofotometer.

Mobil fas

_________ : 5 till kolonn

Prov /

Figur2. Véanster:Konstruktion av chipet med tre drivpumpar, en injektionspump och en ventil integrerade. Chipet
maéter 25 mm x 40 mnHoger:Sprangskiss éver ett chip. Fran vanster till hoger: Tackpladlayheterfor paraffin,
varmare,haligheter forkaviteter for paraffin, membran samt kanalsystem i tre lager.
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3 PROJEKTRESULTAT

3.1 TILLVERKNINGSPROCESS ROSTFRITT STAL
Projektet resulterat i foljande for tillverkning av chip i rostfritt stal:

9 Olika tekniker for att isolera ledare har testats och ska verifieras pa komponent.

9 Lodning av flodesanslutningar i form av stalslangar/-kapillarer har utvecklats.

9 Lodning av stallaggren har utvecklats.

9 Enegen l6dugn har utvecklats for att kunna anvanda olika hjalpgaser vid |6dning.

9 Enegen etsprocess har utvecklats for att strukturera lagren och inféra kanalstrukturer.

Sammantaget har en helt ny tillverkningsprocess utvecklats fran stalplat/-folie till fardig komponent.
Verifiering pa ventilkomponent har pabdrjats. Ventilen dr av membrantyp och kontrolleras med hydraulik.

3.1.1 Konstruktion

Den hydrauliska ventilen bestar av tre lager som sammanfogas: Ventilsida, membran, hydraliksida. Nar
membranet trycksatts fran hydrauliksidan kommer det att sluta inloppshalet i mitten av ventilsidan och
ventilen ar stangd. Ventilen 6ppnas genom att sldppa trycket pa hydrauliksidan.

B
Ventilsida -

Hydrauliksida

/ Réranslutning

Membran

Lodplacering

Figur3. Hydraulisk venti#edd fran sidangenomskéarning. Snitt A och B &r vinkelrata varandra.
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3.1.2 Tillverkning

Lodning sker genom att platera lod pa membranet och nickel pa motytan dar lodet ska fasta. Vid [6dningen
vater lodet endast omraden med nickel och 6verfléd av lod hamnar i lodgravar. Foéljande forenklade
processcheman anvands for tillverkning. Selektiv maskning gérs med tva olika resister for vanlig
fotolitografi; for etsning anvands en positiv sprayresist och for platering anvands en negativ laminatresist.

Ventilsidan
1. Etsning for anslutningar
2. Etsning av kanalstruktur och lodgravar
3. Etsning av genomgaende hal
4. Platering av lodplacering av nickel
Membran

1. Platering av l6dtenn
Hydrauliksidan

1. Etsning av flodeskanaler och lodgravar
2. Platering av lodplacering av nickel

Montering

1. Flussfrilédning av lager
2. Lodning av anslutningsror pa varmeplatta

3.1.3 Resultat och diskussion

Processutvecklingen har fokuserats pa att na god kontroll 6ver djup, bredd och ytjamnhet vid etsning,
Figur 3, samt strukturen hos platerat I6dtenn, Figur 4. Utveckling av [6dning utan flussmedel har ocksa
varit viktig eftersom flussmedel tenderar att kontanimera flodeskanalerna. Uppfattningen ar att dessa
utvecklingsomraden har natt 6nskade specifikationer.

Fokus ar nu att forbattra kvaliteten hos fogar och tillforlitligheten vid sammanfogning. Lédfogarna
innehaller defekter i form av sma tomma utrymmen, Figur 5, och lodet har en tendens att omforma sig
okontrollerat vid fogning. Foér att komma till ratta med detta planeras andringar i plateringsprocessen,
sammanfogningens tid- och temperaturprofil och utnyttjande av reflow-teknik vid I6dningen.

Chipen klarar typiskt 18 MPa (180 bar), vilket &r i niva med trycken fér HPLC.
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Figur4. Etsaddodgravar30 um djupasedda ovanifranRosa linjer markerar etsmaskens placering och mintgréna
markerar placeringefor I6dbanor.

Figur5. Lédbanor av tensedda ovanifrdn60 pm breda och 30 pm hdga, platerade pa membranytan.

Figur6. Rontgenbildvanifranav 16dfog §vart) efter sammanfogningGra omraden i Iodfogen visalefekter i form
av haligheter.
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3.2 TILLVERKNINGSPROCESS GLAS
En tillverkningsprocess for att framstélla kanalsystem och chip av glas har tagits fram.

3.2.1 Konstruktion

Ett chip for att verifiera tillverkningsprocessen har tagits fram, Figur 1Figur 7. Chipet har tva inlopp och tva
utlopp och kan anvandas for forsok att studera utbytet mellan tva vatskor. Kanalen i mitten gjordes i tva
utféranden, (a) slat botten och (b) en liten kulle i mitten fér 6kad separation mellan vatskorna i kanalen.

(mm)
10
........... T35o 2 7

0.19 20

Figur?7. Kanalstrukur som etsats i glaschippdtan [19].

3.2.2 Tillverkning
Har beskrivs tillverkningen kortfattat, for mer detaljer har tillverkningsmetoden publicerats i tva
vetenskapliga artiklar [19] och [20].

Glasskivorna etsas med fluorvatesyra. Monstret som ska etsas maskas med ett tunt krom-guld-skikt. Efter
etsning av kanaler tas krom-guld-skiktet bort och kanalskivan sammanfogas med en annan glasskiva som
lock. Sammanfogningen sker genom s.k. fusionsbondning vid 625 Ci 6 timmar.

3.2.3  Resultat och diskussion
Resulterande kanalerna ses i genomskarning i Figur 8. Glaschipen klarar kontinuerligt tryck upp till 16 MPa
(160 bar), vilket gor glaschip tillverkade enligt den framtagna metoden intressanta for HPLC.

Figur8. Mittenkanaleni genomskéarningTill vanster ses katen med slat botten och till ly&r sessarianten med en
liten kullei mitten, fran [19]
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3.3 KOLONN OCH KYVETT

En konstruktion for ett glaschip som integrerar separationskolonn med en flédescell for detektion med
hjalp av spektrofotometri har tagits fram, Figur 9. Principen ar att detektera provkomponenter direkt nar
de kommer ut fran kolonnen sa att de inte hinner diffundera och blanda sig igen. For att fa god upplosning
anvands en optisk strallangd pa 10 mm som ar standard fér kommersiella storre kyvetter samtidigt som
volymen for kyvetten/flodescellen gors sa liten som mojligt. | detta fall r volymen hos kyvetten endast
20 nL, vilket & mindre dn de flesta kyvetter som rapporterats i den vetenskapliga litteraturen.
Konstruktionen aterstar dock att tillverka och utvardera nar denna rapport skrivs.

Kolonn

Utlopp

Figur9. Konstruktion av kolonn med integrerad kyvett for detektioed fotospektrometerChipet mater 45 mm x
25 mm.
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4 SLUTSATSER

Tva tillverkningsmetoder har tagits fram for att framstalla chip av rostfritt stal respektive glas lampliga for
HPLC. Chipen av rostfritt stal och glas klarade flodestryck pa 18 MPa respektive 16 MPa. Dessa tryck
beddm:s tillfredstallande for att gora analyser med HPLC.

Sammanfattningsvis har projektserien behandlat alla viktiga delar av ett miniatyriserat instrument for
HPLC enligt féljande sammanstallning.

Tillverkningsmetoder:
9 Process for chip av rostfritt stal
9 Process for chip av glas

Delsystem:

9 Ett chip av rostfritt stal har konstruerats, tillverkats och utvarderats innehallande flera integrerade
pumpar och ventiler fér hoga tryck samt mojlighet till integrerad kolonn

9 Givare har integrerats for temperaturkontroll pa chipet

9 Ett chip av glas har konstruerats som integrerar en kromatografikolonn med en flodescell/kyvett for
detektion genom spektrofotometri med ultraviolett eller synligt ljus

Systemovergripande:

9 Ett portabelt styrkort med mjukvara har tagits fram

9 En fixtur for mekanisk stabilitet med integrerade flodes- och elektronikkopplingar har konstruerats,
tillverkats och utvarderats

En Overgripande slutsats for projektserien ar att det ar med stor sannolikhet magjligt att ta fram ett
komplett miniatyriserat instrument for HPLC. Dock aterstar en del optimering av tillverkningsprocessen
och troligen en del utmaningar vid integrationen av alla delkomponenter och -system.
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