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GroBes Tropfen in kleinen Kanalen

Die Mikrofluidik bietet gro3es Potenzial fiir Industrie und biologische Anwendungen.

Christian Holtze

Tropfende Wasserhdhne kdnnen einen zur Wei3glut
bringen. Doch nach dem gleichen Prinzip, nach dem
sich einzelne Tropfen vom Wasserhahn I6sen, lassen
sich Tropfen in neuartigen Emulgierverfahren erzeu-
gen. Dank mikrometerkleiner Kanéle ist es dabei még-
lich, Tropfchen gleicher GroBe gezielt herzustellen,
sie mit Substanzen zu befiillen, in anderen Tropfen
einzuschlieBen oder sie miteinander zu verschmel-
zen. Bislang kommen diese Techniken vorwiegend
in der Grundlagenforschung zum Einsatz, doch

gibt es erste Ansétze, sie in der Biotechnologie und
Kosmetikindustrie kommerziell zu nutzen.

eit jeher sind Emulsionen wichtig fiir den Men-

schen: Schon Babys wissen die Muttermilch zu

schétzen, noch lange bevor sie Geschmack an
Butter und Kise und als Erwachsene an Getranken wie
Ouzo finden und in zunehmendem Alter mit Cremes
gegen Filtchen vorgehen. Auch wirtschaftlich sind
Emulsionen bedeutsam, vom Pflanzenschutz iiber die
Lederveredelung und Papierchemie bis zur Kunst-
stoftherstellung. Stets handelt es sich um Tropfchen
einer Fliissigkeit (z. B. eines Ols) in einer damit nicht
mischbaren anderen (z. B. Wasser). Kleine Emulsions-
tropfchen entstehen durch Scherung - sei es durch
Schiitteln einer Vinaigrette oder durch die Hochdruck-
homogenisierung von Milch. Die so hergestellten
Tropfchen haben jedoch stets eine breite Grof3en-
verteilung. Erst in den letzten Jahren sind Methoden
entwickelt worden, mit denen sich exakt gleich grofie
(,monodisperse“) Tropfchen herstellen lassen. Dazu ist
es erforderlich, die einzelnen Fliissigphasen in Kanilen
mit Durchmessern von weniger als 100 um gezielt zu-
sammenzufithren. Diese Technik bezeichnet man als
mikrofluidische Emulgierung.

Monodisperse Tropfchen konnen als Vorlaufer

fiir monodisperse, feste Partikel dienen, die z. B. als
Abstandshalter zwischen zwei Scheiben in Fliissigkris-
tallanzeigen zum Einsatz kommen. Sie kdnnten auch
fiir Medikamente interessant sein: Tropfchen und
Partikel, die in die Blutbahn gespritzt werden, diirfen
nur wenige Mikrometer klein sein, da sie sonst kleine
Blutgefaf3e verstopfen kénnen. Da sich monodisperse
Emulsionen mikrofluidisch bislang nur in kleinen
Mengen herstellen lassen, findet Forschung dazu
iiberwiegend im Grundlagenbereich statt. Seit einigen
Jahren gibt es Start-up-Unternehmen, die diese Tech-
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nologie kommerziell nutzen wollen. Sie konzentrieren
sich vor allem auf Gebiete mit grofier Wertschopfung,
wie die Pharmabranche, Kosmetik und Biotechnologie.

Wie aber entstehen die monodispersen Tropfchen?
In Mikrokanilen herrschen besondere Stromungsbe-
dingungen: Im Gegensatz zum Fordern und Mischen
von Fliissigkeiten im grofien Maf3stab treten dort keine
Verwirbelungen und Turbulenzen auf. Unabhingig da-
von, ob der Kanalquerschnitt rund oder eckig ist, gibt
es allein aufgrund der Abmessungen des Kanals keine
konvektive Vermischung senkrecht zur Stromungsrich-
tung, die Stromung ist laminar. Daher sind die Bedin-
gungen bei der Bildung jedes Tropfens gleich, was die
exakt einheitliche Tropfchengrofle ermoglicht.

® |n Mikrokandlen lassen sich dank der besonderen Stro-
mungsbedingungen in sehr groBer Zahl gleich gro3e
Tropfen herstellen.

® Dazu fihrt man zwei nicht mischbare Flissigkeiten,
z. B. Ol und Wasser, in einen Auslasskanal. Aufgrund
der Grenzflachenspannung rei3t der Wasserstrahl ab,
sodass Tropfen entstehen, die von Ol umgeben sind.

® Durch mehrfache Emulgierung bilden sich Tropfen in-
nerhalb von Tropfen. Sie sind fir die Verkapselung reiz-
voll, bislang industriell aber nicht von groBer Bedeutung.

® |n den Tropfen lassen sich auch Zellen oder DNA-
Sequenzen einschlieen, um diese gezielt zu unter-
suchen.
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Die herausra-
gende Kontrolle
der mikroflui-
dischen Emulgie-
rung erlaubt es,
Tropfchen in ex-
akter Zahl und
Grof3e in anderen
Tropfchen ein-
zuschlieBen.
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1) Rayleigh und Plateau
haben bereits vor tiber
130 Jahren beschrieben,
wie eine nach ihnen be-
nannte Instabilitdt zum
Aufbruch eines Wasser-
strahls in Tropfchen
fithrt. Dafiir sind die un-
terschiedlichen Krim-
mungsradien der Grenz-
flache in Strémungsrich-
tung und senkrecht dazu
verantwortlich.

aus [11]

Wasser —

10 ym

© Wassertropfen

Werden Wasser und Ol im Gleichstrom in den Aus-
lasskanal gefiihrt, so rei3t der Wasserstrom ab (oben). Dabei
entstehen Wassertropfchen gleicher GréBe (unten).

Abb. 1

Damit Tropfchen entstehen konnen, miissen zwei
miteinander nicht mischbare Fliissigkeiten zusammen-
flielen. In Mikrokanélen fithrt man dazu Wasser und
Ol aus unterschiedlichen Behiltern im Gleichstrom
in einen Auslasskanal (Abb.1). An der Verengung im
Mikrokanal reifit der Wasserstrom in Tropfen auf. Das
Ol spiilt die Wassertropfen einen nach dem anderen
in den Auslasskanal [1-3]. Stromt das Wasser langsam,
reiflen die Tropfchen direkt am Ausgang des Wasser-
kanals ab (Abb.2). Bei hoherer Geschwindigkeit bildet
sich ein Wasserstrahl, der erst im Auslasskanal in
Tropfchen aufreifit — dhnlich wie beim Wasserstrahl
eines Gartenschlauchs.

Treibende Kraft fiir das Aufreifien eines kontinu-
ierlichen Wasserstroms in einzelne Tropfchen ist die
Grenzflichenspannung zwischen Wasser und Ol: Da
Wasser und Ol sich nicht mogen, ist es thermodyna-
misch giinstig, die Grenzflache zwischen den beiden
Phasen so klein wie méglich zu halten. Die Grenzfla-
che von vielen kugelférmigen Tropfchen ist kleiner als
die eines langen, zylindrischen Wasserstrahls, der von
Ol umgeben ist. Der Radius des zylindrischen Wasser-
strahls ist deutlich kleiner als derjenige der Trépfchen
(Abb.2).” Unabhingig davon, ob im Badezimmer, im
Garten oder in Mikrokanilen - in allen Fallen sind
die physikalischen Prinzipien gleich. In Mikrokanilen
bilden sich die mit Abstand kleinsten Tropfchen. Uber-
dies steigt die Geschwindigkeit, mit der die Tropfchen
abreifSen, erheblich an, je kleiner der Durchmesser der
Tropfchen ist. Pro Sekunde konnen sich so 1000 bis
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100 000 mikrometerkleine Tropfchen bilden, was sich
nur mit Hochgeschwindigkeitskameras unter dem Mi-
kroskop beobachten ldsst.

Die Grenzflache macht’s

Die Wassertropfchen und das umgebende Ol sind als
Wasser-in-Ol- oder als inverse Emulsion bekannt.
Tauscht man Wasser und Ol im Mikrokanalsystem ge-
geneinander aus, entstehen die viel weiter verbreiteten
Ol-in-Wasser- oder direkten Emulsionen. Entschei-
dend fiir ihre Herstellung sind hiufig die Benetzungs-
eigenschaften der Mikrokanalwéinde: Nur wenn die
kontinuierliche Phase — das ist in Abb. 1 die Olphase, die
die Tropfchen umgibt — bevorzugt die Winde benetzt,
entstehen Emulsionen. Andernfalls zerflieffen die Was-
sertropfchen an der Wand und strémen neben dem Ol
durch den Kanal. Die Benetzbarkeit lasst sich voriiber-
gehend durch Plasmabehandlung oder Adsorption von
Tensiden einstellen bzw. permanent durch chemische
Anbindung von Molekiilen mit geeigneter Polaritit.
Sogar Glasschichten kann man an den Mikrokanalwén-
den abscheiden (Abb. 3) [4]. Dazu wird in den Kanilen
mittels eines sog. Sol-Gel-Verfahrens Siliziumdioxid
erzeugt, das die Benetzbarkeit der Kanale fiir Wasser
einstellt und sie chemisch widerstandstihig gegen Lo-
sungsmittel macht. Die Oberflacheneigenschaften der
Mikrokanéle sind weniger wichtig, wenn die Tropfchen
von allen Seiten von der kontinuierlichen Phase umge-
ben sind und nicht mit den Wénden in Kontakt kom-
men. Dies ldsst sich in mikrofluidischen Kanalsystemen
erreichen, die aus Glaskapillaren gebaut sind [1].

Fiir die Anwendung miissen Tropfchen stabil sein
und diirfen beim Zusammenstof3 nicht miteinander
verschmelzen. Diese sog. Koaleszenz ist getrieben
durch das Bestreben des Systems, die Grenzflache zwi-
schen Ol und Wasser zu verringern und so in einen
thermodynamisch giinstigeren Zustand zu gelangen.
Geeignete Tenside — also Molekiile, die sich an der
Grenzfliche zwischen Wasser und Ol anlagern und eine
abstoflende Wechselwirkung zwischen den Tropfchen
hervorrufen - verhindern Koaleszenz [5]. Im Gegensatz
zu herkémmlichen industriellen Verfahren bewegen
sich die Tropfchen bei der mikrofluidischen Emulgie-
rung eines nach dem anderen durch den Ausflusskanal,
sodass sie fiir eine relativ lange Zeit nicht zusammen-
stoflen. Dadurch kénnen auch solche Tenside zum Ein-
satz kommen, die in herkommlichen Emulgierverfah-
ren nicht schnell genug an der Grenzfliche adsorbieren
wiirden, um die Koaleszenz zu verhindern.

Abb.2 Je nach Stromungsgeschwindig-
keit der Phasen reif3t der Tropfen wie bei
einem tropfenden Wasserhahn im Trop-
fenregime (dripping, oben) oder im
Strahlregime (jetting, unten) ab.
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Tropfen im Tropfen

Die mikrofluidische Emulgierung bietet eine hervor-
ragende Kontrolle tiber die Tropfchenbildung und
erlaubt es, komplexe Tropfchen zu erzeugen: doppelte
(Abb. 4a) oder mehrfache Emulsionen (Abb. auf S. 43).
Das sind einzelne oder mehrere Wassertropfchen in
groBBeren Oltropfchen, die ihrerseits in einer kontinu-
ierlichen Wasserphase emulgiert sind. Doppelte Emul-
sionen sind fiir die Mikroverkapselung interessant,
da die inneren Wassertropfchen durch einen Olfilm
von der dufleren Wasserphase getrennt sind. Mikro-
kapseln bieten gegeniiber grofien Kapseln den Vorteil,
dass sie sich gut in fliissige und flief3fahige Produkte
einarbeiten lassen. In vielen Bereichen kann es einen
erheblichen Mehrwert schaffen, bestimmte Stoffe zu
verkapseln und spéter freizusetzen: So liefSen sich
medizinische oder Pflanzenschutz-Wirkstoffe gezielt
oder tiber lange Zeit gleichmifig freisetzen. Empfind-
liche Nahrungszusatzstoffe und Zellkulturen (z. B. im
Joghurt) wéren geschiitzt, bis der Verbraucher sie zu
sich nimmt. Im Zement konnten Mikrokapseln eine
beschleunigte oder verbesserte Aushdrtung bewirken.
Fiir die mikrofluidische Doppel- und Mehrfach-
emulgierung stellt man zunichst eine Wasser-in-Ol-
Emulsion her (Abb. 4) [1, 6]. Das innere Wassertropfchen
bleibt in der Folge unverindert; die umgebende Olpha-
se wird in der kontinuierlichen Wasserphase emulgiert.
Dieses Verfahren ist sehr gut reproduzierbar: Die inne-
ren Wassertropfchen sind exakt gleich grofy und gleich
weit voneinander entfernt. Dadurch erreichen sie die
zweite Emulgiereinheit in immer gleichen Zeitabstin-
den. Da diese ebenfalls nach einheitlichen Zeitabstan-
den Oltropfchen erzeugt, kénnen doppelte Emulsionen
mit immer genau einem inneren Tropfchen entstehen.
Voraussetzung ist, dass die beiden Emulgiereinheiten
genau aufeinander abgestimmt sind. Dieser Prozess
funktioniert besonders zuverldssig, da der innere Was-
sertropfen den Abriss des dufleren Oltropfchens an der
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Abb.3  Mikrokanalwandungen (a) lassen
sich mit einer Glasschicht tiberziehen

(b). Diese kann man hydrophob oder hy-
drophil funktionalisieren, was wichtig ist
fiir die Herstellung von Wasser-in-Ol-, Ol-
in-Wasser- und mehrfachen Emulsionen.

zweiten Emulgiereinheit beeinflusst. Das ermoglicht
sehr diinne Olschalen. Stellt man die Verhiltnisse der
Stromungsgeschwindigkeiten geeignet ein, so kann
der Olfilm auch erst nach jedem zweiten, dritten oder
vierten inneren Tropfchen abreiflen. Es bilden sich
mehrfache Emulsionen, deren Tropfchengrofie von
den Stromungsgeschwindigkeiten abhédngt (Abb. auf
S. 43) [1, 6]. Den gleichen Prinzipien folgend konnen
auch Tropfchen im Tropfchen im Tropfchen hergestellt
werden (Abb. 4) [7]. Praktisch diirfte doppelten Emul-
sionen fiir die Mikroverkapselung der gréfite Nutzen
zukommen.

Ein Vorteil der Emulgierung in Mikrokanilen liegt
in der sehr geringen Scherung. Bei herkommlichen
Doppelemulgierungsmethoden werden zunachst bei
sehr grofler Scherung die inneren Wassertropfchen im
Ol und dann bei schwicherer Scherung die Oltropf-
chen in der kontinuierlichen Wasserphase emulgiert.
Im zweiten Schritt kdnnen die bereits hergestellten
Wassertropfchen mit der kontinuierlichen Wasserpha-
se verschmelzen. Im Gegensatz dazu bleiben bei der
mikrofluidischen Emulgierung bei geeigneter Wahl der
Einsatzstoffe alle Kern-Schale-Tropfchen intakt. Die
innere und duflere Wasserphase konnen unterschied-
lich zusammengesetzt sein, weil sie aus verschiedenen
Reservoirs stammen. Das Verfahren bietet dadurch
eine hundertprozentige Verkapselungseffizienz.

Viel tropft viel

Die mikrofluidische Emulgierung bietet viele Vorteile
bei der Kontrolle tiber Tropfchengrofie und -architek-
tur. Da es sich aber um eine Mikrotechnologie handelt,
sind die herstellbaren Mengen in einem Kanal mit
wenigen bis einigen hundert Mikrolitern pro Stunde
winzig - ein bis heute ungelstes Problem bei der tech-
nischen Nutzung des Verfahrens fiir die Produktion
von Emulsionen. Da der Kanaldurchmesser maf3geb-

Abb.4 Fur doppelte Emulsionen (a) wird
zunichst eine Wasser-in-Ol-Emulsion
hergestellt (links, mit langgezogenen
Tropfchen), die in einer kontinuierlichen
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Wasser-Phase emulgiert wird. So entste-
hen Wassertrépfchen, die von einer OI-
schale umgeben sind. Durch wiederhol-
te Emulgierung von doppelten Emulsi-

onen in jeweils mit der &uBersten Schale
unmischbaren Fllssigkeiten sind sogar
Funffachemulsionen méglich (b).
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2) vgl. T. Pohl und S.

Herminghaus, Physik
Journal, Januar 2003,
S.35

3) Auf einer Mikrotiter-
platte befinden sich
zahlreiche voneinander
isolierte Gefifle, in
denen sich z. B. Zellen in
grofier Zahl kultivieren
und testen lassen. Agar-
Substrate sind mit Gelen
ausgegossene Petri-
schalen, in denen Zell-
kulturen geziichtet wer-
den. Die Zellen ernidhren
sich von Nihrstoffen, die
in den Gelen enthalten
sind.

Abb.5 Zahlreiche parallel angeordnete Mikrokanéle ermdg-
lichen deutlich gréBere Produktmengen.

lich die Tropfchengrofle beeinflusst, kann man ihn
nicht einfach vergréflern, um die Produktivitét zu stei-
gern. Somit bleibt fiir groflere Emulsionsmengen le-
diglich die Parallelisierung von Mikrokanilen, das sog.
»Numbering up® Ein Apparat speist dazu eine Vielzahl
von Kanilen aus gemeinsamen Reservoirs [8]. Dadurch
ist fiir jede eingesetzte Phase genau eine Pumpe erfor-
derlich. Direkte oder inverse Emulsionen lassen sich
mit zwei Pumpen herstellen, eine fiir Wasser und eine
fiir Ol (Abb.5). Hierbei sind bis zu 128 Mikrokanile
kreisformig angeordnet und produzieren gleichzeitig
Emulsionstropfchen. Die Mikrokanile in dieser Arbeit
wurden mittels weicher Lithographie produziert - ein
in diesem Feld weit verbreitetes Druckverfahren, das es
erlaubt, in kiirzester Zeit komplexe Mikrokanalsysteme
in Silikongummi herzustellen.”

Die parallelen Kanile lassen sich auch gitterfor-
mig anordnen [9]. Abhéngig von der TropfchengrofSe
koénnen jedoch auch solche Apparaturen nur Pro-
duktmengen von bis zu 100 Millilitern pro Stunde
produzieren, was noch weit von den 1000 Tonnen
entfernt ist, die jahrlich im industriellen Maf3stab bei
Emulsionsprodukten tiblich sind.

Labor im Tropfen

Viel Aufsehen hat die Anwendung mikrofluidisch
emulgierter Wassertropfchen in Olen fiir biologische
Experimente erregt. Die Tropfchen dienen hierbei als
miniaturisierte Reagenzgliser, Mikrotiterplatten oder
Agar-Substrate”, um Zellen zu ziichten und zu selektie-
ren oder um Versuche in vitro an DNA oder Proteinen
auszufiithren. Dabei sind iiblicherweise die fiir den Ver-
such benétigten Substanzen im Tropfchen eingeschlos-
sen. Nach einer bestimmten Inkubationszeit lassen sich
die Trépfchen analysieren und sortieren [10] oder mit
anderen Tropfchen verschmelzen, um nachtréglich Re-
agenzien zuzufithren [11]. Die Zahl der durchfithrbaren
Experimente ist gewaltig, denn sie berechnet sich aus
der Tropfchenerzeugungsrate, die im Bereich von 1000
pro Sekunde liegt, und der Dauer des Versuches. Die-
ser Ansatz diirfte die ultimative Miniaturisierung von
Experimenten darstellen, die bei Volumina im Bereich
von Pikolitern selbst bei grofien Versuchszahlen mit
geringen Mengen der oft teuren Einsatzstoffe auskom-
men. Uberdies ist es moglich, die geringen Stoffmen-
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gen, welche die einzelnen Zellen oder DNA-Sequenzen
im Verlauf des Experimentes erzeugen, nachzuweisen:
Da sie im Tropfchen eingeschlossen sind, reicht ihre
Konzentration im kleinen Trépfchenvolumen fiir die
Detektion aus. Da sich diese Substanzen im selben
Tropfchen befinden wie die Zellen oder DNA-Sequen-
zen, lassen sie sich tiberdies diesen direkt zuordnen.

Im Gegensatz zu Versuchen, die direkt in Mikro-
kanélen ablaufen, enthalten die Wassertropfchen
alle interessierenden Substanzen in ihrem Inneren.
Dadurch beriihren diese nicht die Mikrokanalwande
und konnen daran nicht haften bleiben. So ist eine
Kreuzkontamination zwischen aufeinanderfolgenden
Versuchen im selben Kanal ausgeschlossen. Zudem be-
wegen sich die Wassertropfchen als Einheit durch die
Mikrokanile. Dies unterdriickt die Riickvermischung,
die bei laminarer Stromung einphasiger Flissigkeiten
in Mikrokanélen problematisch ist.

Als kontinuierliche Phase dienen héufig perfluo-
rierte Tragerole. Sie mischen sich weder mit polaren,
in der Wasserphase gelosten noch mit unpolaren,
fettloslichen Substanzen und bilden somit eine gute
Barriere fiir die Diffusion biologischer Substanzen von
einem Tropfchen in ein anderes. Dies verhindert die
Kreuzkontamination. Perfluorierte Ole sind ungiftig,
nicht reaktiv und bieten unterschiedlichen Gasen
sehr gute Loslichkeit. Daher kann Sauerstoff, den die
meisten Zellen zum Leben brauchen, in die Tropfchen
diffundieren. Solche Ole sind iiberdies kompatibel mit
dem Silikongummi, aus dem die fiir biologische Expe-
rimente iiblicherweise verwendeten mikrofluidischen
Anlagen bestehen.

Geeignete Tenside erlauben es, die Trépfchen sogar
bei den harschen Bedingungen von Temperaturzyklen
fiir die Polymerase-Kettenreaktion zu stabilisieren [5].
Sie halten die Tropfchen iiber lange Zeit stabil gegen
Koaleszenz - sogar, wenn die Tropfchen wahrend der
Inkubation aufSerhalb von mikrofluidischen Anlagen
dicht aneinandergedrangt sind, weil sie wegen ihrer

100 pm

Abb.6 Tropfchen, die auBerhalb des mikrofluidischen Chips
inkubiert wurden, steigen zur Oberflache auf und sind durch
wenig Ol voneinander getrennt. Injiziert man solche konzen-
trierten Emulsionen in einen mikrofluidischen Chip und fuhrt
von beiden Seiten Ol zu, so spiilt es die Trépfchen in gleichmaBi-
gem Abstand in den Mikrokanal. Dadurch sind trépfchengenau
weitere Prozessschritte in mikrofluidischen Anlagen maoglich.
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geringeren Dichte zur Oberfliche der perfluorierten
Olphase aufsteigen (Abb. 6). Gleichzeitig stellen die
Tenside sicher, dass biologische Molekiile nicht durch
Adsorption an der Grenzfliche ihre Aktivitit verlieren
und dass Zellen nicht mit den Tropfchengrenzfliachen
wechselwirken.

Zielgerichtet entwickelt

In mikrofluidischen Kanalsystemen lassen sich viele
Funktionen integrieren, die unterschiedliche Prozess-
schritte erlauben. So kénnen ganze Experimente auf
einem mikrofluidischen Chip? stattfinden. Dabei ist fiir
den Chip eine mitunter aufwandige Infrastruktur erfor-
derlich, die Pumpen, Fliissigkeitsbehalter, Mikroskope
und oft Laser, Fluoreszenzdetektoren, Generatoren
von elektrischen Feldern, Steuerungscomputer etc.
einschlief3t. Ein Beispiel eines solchen Systems ist die
gerichtete Evolution einzelner DNA-Sequenzen [12].

Ziel der gerichteten Evolution ist es, diejenigen
DNA-Sequenzen zu selektieren, die besonders wiin-
schenswerte Erbinformationen enthalten. Das kann
z. B. eine grofle enzymatische Aktivitit von Proteinen
sein, die durch die entsprechende Sequenz kodiert ist.
Enzyme sind dem Endverbraucher aus Waschmitteln
bekannt. Die Industrie strebt danach, ihre Selektivitat,
Aktivitdt, Robustheit und Lebensdauer zu verbessern.

Fir eine kiinstliche (in vitro) Evolution betrachtet
man nicht das ganze Genom einer Zelle, sondern nur
einen kleinen Abschnitt daraus, der z. B. ein spezielles
Enzym kodiert. Aus dieser Ursprungssequenz werden
durch Vervielfiltigung und Mutation viele DNA-
Sequenzen erzeugt, die sich zwar dhneln, aber doch
unterschiedlich sind - eine Sequenz-Bibliothek. Die
Sequenzen dieser Bibliothek werden einzeln in Tropf-
chen eingeschlossen. Bei geeigneter Verdiinnung ge-
schieht dies statistisch — viele Tropfchen enthalten gar
keine DNA-Sequenzen, einige Tropfchen eine Sequenz
und sehr wenige Tropfchen mehrere DNA-Sequenzen.
Doch DNA-Sequenzen selbst sind nicht als Enzyme
wirksam - sie sind lediglich der Bauplan fiir Proteine,
die enzymatisch aktiv sind. Daher ist es in der kiinst-
lichen Evolution nétig, mit den DNA-Sequenzen zu-
sammen eine geeignete Mischung von Reagenzien fiir
den Proteinbau im Tropfchen einzuschlielen.

Nach der Trépfchenbildung werden im zweiten
Prozessschritt die eingeschlossenen Substanzen durch
Verengungen im Mikrokanal, die kleiner sind als der
Tropfendurchmesser und welche die Tropfen formlich
»kneten®, durchmischt. Im dritten Schritt gelangen die
Tropfchen in einen ersten Inkubationsraum, wo sie
verbleiben, bis die Ubertragung der DNA-Sequenzen in
Proteine abgeschlossen ist. Der Inkubationsraum ist ge-
eignet temperiert und befindet sich auf dem Chip oder
in einem Gefaf aufSerhalb der Anlage. In einem vierten
Schritt fithrt man Substrate zu, die bei enzymatischer
Aktivitdt der Proteine chemisch umgesetzt werden und
ein detektierbares Signal hervorrufen. Dies kann genau
kontrolliert innerhalb des mikrofluidischen Kanalsys-
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Abb.7  Zwei Tropfchen kdnnen mithilfe
elektrischer Wechselfelder miteinander
verschmolzen werden. Die dunklen Be-

die Elektroden.

tems geschehen, indem man die Tropfchen gezielt mit
jeweils einem substrathaltigen Tropfchen zur Koales-
zenz bringt (Abb.7). Das Substrat wird in einem erneu-
ten Inkubationsschritt umgesetzt. Im Verlauf oder am
Ende der Inkubation ldsst sich die Produktkonzentrati-
on und somit die Giite der Enzyme bestimmen. Wenn
fluoreszente oder fluorogene Substrate verwendet oder
stark gefarbte Chemikalien verbraucht oder gebildet
werden, lassen diese sich optisch nachweisen. Abhan-
gig von der Signalintensitt ist es nun moglich, die
besten Sequenzen auszusortieren. Dazu verarbeitet ein
Computer die optischen Signale fiir jedes Tropfchen,
das am Detektor vorbeistromt, und steuert elektrische
Felder so, dass die ,,guten” Tropfchen in einen Kanal
gelangen und die ,,schlechten® in einen anderen (Abb. 8).
Die guten DNA-Sequenzen lassen sich vervielfiltigen
und nach erneuter Mutation einer zweiten Runde der
gerichteten Evolution zufiihren.

Zellen in Untersuchungshaft

Fiir die Untersuchung von lebenden Zellen (in vivo)
bietet die Mikrofluidik anders nicht realisierbare Mog-
lichkeiten [10, 13]. Durch Einschluss einzelner Zellen

in Tropfchen schafft man Mikro-Reagenzglaser, mit
denen es erstmals moglich ist, Zellen vergleichend zu
untersuchen. Um sehr viele Zellen gleichzeitig zu be-

100 pm

100 ym

Abb.8 Elektrische Felder erlauben es, Tropfchen gezielt und
sogar bei Frequenzen im Bereich von Kilohertz in unterschied-
liche Auslasskanale zu dirigieren. Ohne elektrisches Feld be-
wegen sich alle Tropfchen in den unteren Ast (siehe Inset), da
dort der Stromungswiderstand geringer ist als im oberen. Bei
Anlegen eines Feldes werden sie zur Elektrode hingezogen
und flieBen in den oberen Ast, da die Dielektrizitatskonstante
der Trépfchen gréBer ist als die der umgebenden Olphase.
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aus [11]

QO

reiche zu beiden Seiten des Kanals sind

4) Ein mikrofluidischer
Chip wird meist mit
Druck- oder Atzverfah-
ren aus durchsichtigen
Materialien (Silikon-
gummi, Glas oder Plexi-
glas) hergestellt. Er ent-
hilt alle fiir einen Ver-
such notwendigen
mikrofluidischen Kana-
le, Tropfchengenerato-
ren, Elektroden etc. Ty-
pische Chips sind einige
Zentimeter breit und
lang und einen halben
Zentimeter dick. Auf der
Oberseite oder am Rand
befestigte Schlauche fiih-
ren Fliissigkeiten zu.
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Abb.9 Tropfchen, die in Kandlen mit Erweiterungen positio-
niert sind, lassen sich tUber lange Zeitraume beobachten. Sie
sortieren sich nach Abschalten der Stromung von selbst so,
dass in jeder Kanalerweiterung exakt ein Trépfchen sitzt.

obachten, stehen nahezu alle notigen Prozessschritte
bereit:

m Um die Entwicklung von bestimmten Zellen auf
dem Chip tiber lange Zeitrdume zu untersuchen, ist es
sinnvoll, die Tropfchen in bestimmten Positionen zu
fixieren. (Abb.9) [14]. Bei geeigneter Dimensionierung
der Kanalerweiterungen ordnen sich die Tropfchen au-
tomatisch so an, dass eines in jeder Kanalerweiterung
sitzt. Thre Oberflachenspannung hilt sie iiber die ge-
samte Versuchsdauer in der jeweiligen Position.

m Die Versorgung der Zellen mit Sauerstoff auf dem
Chip gewihrleistet ein Versorgungskanal, den eine
diinne Membran aus Silikongummi von dem Kanal
trennt, der die Tropfchen und Zellen enthalt. Sauer-
stoff diffundiert durch die Membran und den Olfilm
hindurch in die Tropfchen, CO, wird in der gleichen
Weise abgefiihrt.

m Reagenzien lassen sich den inkubierten Tropfchen
zufithren, indem man Tropfchen mit geeignetem In-
halt gezielt mit diesen verschmilzt. Eine elegante Me-
thode ist es, die im gleichen Abstand hintereinander

schwimmenden Tropfchen eines Kanals zu verwenden,

um damit aus einem seitwérts einmiindenden Kanal
Tropfchen abzureiflen. Diese bewegen sich in direktem
Kontakt mit den inkubierten Tropfchen durch den
Kanal. In einem zweiten Schritt sorgen elektrische
Wechselfelder dafiir, dass die Tropfchen verschmelzen
(Abb.7).

m Sollen besonders viele Tropfchen lange inkubiert
werden, kann es sinnvoll sein, die Tropfchen mit den
darin eingeschlossenen Zellen in separaten Gefaflen zu
sammeln. Anschlieflend werden sie wieder in mikro-
fluidische Chips injiziert, um sie tropfchengenau zu
analysieren. Fiir die Reinjektion kommen die nach der
Inkubation dicht gepackten Tropfchen zum Einsatz.
Passieren sie einen trichterformigen Kanal, so sorgt
eine zusitzliche Olphase von beiden Seiten des Kanals
fiir einen gleichméfligen, frei wihlbaren Abstand zwi-
schen den Tropfchen (Abb. 6) [10]. Das erméglicht ihre
weitere mikrofluidische Prozessierung, z. B. um die
Tropfen zu analysieren oder nach Fluoreszenzsignal zu
sortieren.

Ein besonderer Vorteil dieser biologischen Experi-
mente ist, dass alle im Verlauf des Versuches erzeugten
und verbrauchten Chemikalien im Trépfchen ein-
geschlossen sind. Daher kann man diese Stoffe und
ihre Konzentration genau der Zelle zuordnen, die sie
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erzeugt hat. Ebenso sind die DNA-Sequenz, die von ihr
kodierten Proteine und die optisch detektierbaren Re-
aktionsprodukte im gleichen Tropfen enthalten. Damit
ist eine eindeutige Zuordnung des Messsignals zum
Protein und zur kodierenden DNA-Sequenz méglich.
Die Mikrofluidik und die Moglichkeiten, einzelne
Tropfchen auf mikrofluidischen Chips zu prozessieren,
erlauben eine zuvor unerreichte Miniaturisierung bio-
logischer Experimente. Auf dem Mikrochip lassen sich
in grofier Geschwindigkeit und mit grofler Empfind-
lichkeit Experimente in vitro und in vivo ausfithren.

Der lange Weg zum Markt

Dank der besonderen Stromungsbedingungen in
Mikrokanilen lassen sich Emulsionstropfchen mit ex-
trem enger Groflenverteilung und in komplexer Archi-
tektur herstellen. Zahlreiche parallele Kanéle erh6hen
die Produktivitat dieses Verfahrens, auch wenn der
industrielle Maf3stab noch in weiter Ferne liegt. Gegen-
wirtig nutzen {iberwiegend Start-up-Unternehmen die
mikrofluidische Emulgierung. Da dies tiblicherweise
der erste Schritt von der akademischen Forschung zur
kommerziellen Anwendung ist, steht zu erwarten, dass
sich die Technologie im Laufe der ndchsten Jahre am
Markt etablieren und in der Kosmetik-, Pharma- und
Nahrungsmittelindustrie sowie in der Biotechnologie
neue Standards setzen wird.
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