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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung

[0001] Die Erfindung betrifft allgemein Mikrofluidvor-
richtungen und insbesondere Vorrichtungen zur Ana-
lyse von biologischen Proben, wie Blut, Urin usw.
Diese Mikrofluidvorrichtungen bringen kleine Men-
gen einer flissigen Probe in Kontakt mit Reagenzien,
um ein qualitatives oder quantitatives Mal des Vor-
handenseins oder der Abwesenheit eines Analyten
von Interesse bereitzustellen. Ublicherweise wird
eine abgemessene Menge der Probe durch eine oder
mehrere Kammern gefuhrt, die Reagenzien oder
Konditionierungsmittel enthalten, die dazu dienen,
die fur das Inkontaktbringen mit den Reagenzien vor-
gesehene Probe vorzubereiten. Die Menge der Pro-
be ist normalerweise kleiner als 10 pl, und die Kam-
mern sind von ahnlicher GréRe. Sie sind uber Kapil-
larverbindungswege miteinander verbunden, durch
die sich die Probe mittels Kapillarkraften oder einer
angewandten Kraft, wie etwa einer Zentrifugalkraft,
bewegt.

[0002] In vielen Fallen ist es notwendig, die Probe
mit einer Konditionierungsflissigkeit in Kontakt zu
bringen, um die Probe zu verdiinnen oder die Probe
in sonstiger Form fur eine nachfolgende Reaktion
vorzubereiten. Beispielsweise ist es in Assays oft er-
forderlich, eine Probe in Kontakt zu bringen, um Inter-
ferenzen zu minimieren, Reaktionsbedingungen, wie
pH-Wert, Co-Faktoren oder Innenstarke, zu kontrol-
lieren, Komplexe zu bilden, wie Multi-Dentat-Ligan-
den, Proteine, wie Antikorper-Antigen-Komplexe, Nu-
kleinsduren, Polykohlenhydrate, Lipide oder Metalle,
zur Lyse von Zellen, z. B. Bakterien, roten Blutkdrper-
chen oder weilten Blutkdrperchen, und um Analyten
und Metabolite in nachweisbarer Form zur Reaktion
zu bringen. Das Mischen der Probe mit einer Konditi-
onierungsflissigkeit bereitet wegen der kleinen Gro-
Re der Mikrofluidvorrichtung Probleme. Die Bewe-
gung kleiner Flissigkeitsmengen durch enge Verbin-
dungswege mithilfe von Kapillarkraften umfasst die
Interaktion der Flussigkeit mit den Wanden der Ver-
bindungswege. Wenn die Flissigkeit wasserhaltig ist,
was fir biologische Proben typisch ist, und die Wan-
de der Verbindungswege hydrophil und schmal sind,
beispielsweise 200 bis 200 pm breit und 1 bis 200 pm
tief, erzeugt die Oberflachenenergie der Flussigkeit
eine Kraft, die die Flussigkeit durch den Verbindungs-
weg bewegen kann. Aufgrund des grof3en Verhaltnis-
ses von Oberflache zu Volumen ist die Oberflachen-
wirkung auf die Flussigkeit groR3. Die Reynolds-Zahl,
eine dimensionslose Kennzahl, die die Flissigkeits-
strdomung kennzeichnet, ist sehr klein, was darauf
hinweist, dass die Flissigkeitsstromung laminar und
nicht turbulent ist. Die laminare Strémung ist ohne
Wirbelbildung, wobei sich die Geschwindigkeit mit
dem Abstand zur Wandung erhéht.

[0003] Das Mischen einer Probe mit Konditionie-
rungsflissigkeiten ist schwierig, wenn laminare Stro-
mung vorherrscht. Mischen erfolgt Ublicherweise
durch Erzeugen von Turbulenzen. Nach dem bisheri-
gen Stand der Mikrofluidtechnik werden Flussigkei-
ten in laminaren Strémungen in engen Kontakt ge-
bracht, wobei man sich auf die Diffusion von Moleku-
len aus einer Schicht der Flissigkeit in die andere
verlasst, um eine Mischung der Flussigkeiten zu er-
halten. In aktiven Mikromischern, die mit Makrotech-
niken arbeiten, z. B. mechanischem Riihren, kann die
Einbeziehung aktiver Elemente sehr komplexe und
kostspielige Vorrichtungen erfordern.

[0004] Im US-Patent 6,136,272 beschreiben Weigl
et al. eine Vorrichtung, die zwei oder mehr flache La-
minarschichten erzeugt, um die Diffusion von Mole-
kilen aus einer Schicht in eine benachbarte Schicht
zu ermoglichen. Die Patentinhaber behaupten, dass
ihre Vorrichtung so entwickelt wurde, dass die Rey-
nolds-Zahl kleiner als 1 und vorzugsweise kleiner als
0,1 ist. Sie beobachteten, dass dann, wenn die Rey-
nolds-Zahl groRer als 1 ist, die Strémung laminar sein
kann, aber dass derartige Systeme gegen Turbulenz-
bildung anfallig sind, wenn das Strémungsmuster ge-
stort wird. Das System der Patentinhaber wurde da-
her entwickelt, um laminare Stromung mit Diffusions-
mischen zu gewabhrleisten. In einer weiteren verof-
fentlichten  US-Patentanmeldung 2002/0076300
(Weigl et al.) wird die Bildung einer verbesserten Dif-
fusion zwischen parallelen Strdmen in laminarer
Strdmung beschrieben.

[0005] Die verdffentlichte US-Patentanmeldung
2002/0097532 beschreibt eine Scheibe, die viele Ka-
nale enthalt. Es wurden zwei Flissigkeiten durch ei-
nen Zick-Zack-Kanal in laminarer Strdomung gefihrt,
wahrend die Scheibe gedreht wurde, wobei die Mi-
schung laut Beschreibung durch Diffusion erfolgte.

[0006] In der verdffentlichten US-Patentanmeldung
2001/0042712 wird ein T-Sensor gezeigt. Der Sensor
beruhrt eine flissige Probe mit einer Indikatorflissig-
keit, wobei die Stréme in paralleler laminarer Stro-
mung flieBen und wobei zwischen den Strémen Diffu-
sion auftritt.

[0007] Die verdffentlichte US-Patentanmeldung
2001/0048637 beschreibt eine ahnliche Vorrichtung,
die das Problem des "Schmetterlingseffekts" I6st, der
dadurch entsteht, dass die Diffusion an den Wanden
starker ist als in der Mitte der parallelen, laminaren
Strémung.

[0008] Die verdffentlichte US-Patentanmeldung
2002/0076350 veranschaulicht ein weiteres Verfah-
ren zur Verbesserung der Diffusion zwischen lamina-
ren Strdmungen. Parallele, laminare Strédmungen
wurden durch 90°-Kehren gefiihrt, um das Seitenver-
haltnis der Strdome zu andern, wodurch sich die Diffu-
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sion zwischen den Stromen verbesserte.

[0009] Mikromischer werden in den US-Patenten
6,190,034 B1 und 6,241,379 B1 beschrieben. Flis-
sigkeiten werden durch Erzeugen diinner Schichten
gemischt, um das Mischen durch Diffusion zu ermég-
lichen.

[0010] Die vorstehend erérterten Patente und Pa-
tentanmeldungen betreffen das Durchtreten eines
Reagenzstroms in Nachbarschaft zu einem Proben-
strom, so dass durch Diffusion eine Reaktion eintritt,
die dann gemessen wird. In anderen Patenten und
Patentanmeldungen wird das Mischen mithilfe ver-
schiedener Mittel versucht, ungeachtet der Tatsache,
dass sich die Flissigkeiten in laminarer Strémung be-
finden.

[0011] Die verdffentlichte US-Patentanmeldung
2001/0048900 beschreibt das Mischen separater
Stréme, indem eine Verwirbelung in einer Kammer
erzeugt wird. Die Erfinder geben an, dass in einigen
Ausfuhrungsformen eine Reynolds-Zahl von 320 er-
zielt wird und dass die erste und zweite Flissigkeit
Reynolds-Zahlen zwischen 1 und 2000 aufweisen.
Die Strdmung liegt somit in einem Bereich zwischen
laminarer Strdomung und turbulenter Strémung.

[0012] Das US-Patent 5,921,678 beschreibt einen
Flissigkeitsmischer, in dem zwei Stréme einer Flis-
sigkeit frontal aufeinander treffen und gemeinsam in
einem Kanal in 90° zu den Eintrittskanalen austreten.
Die Reynolds-Zahl der Stréme wird mit 2000-6000
angegeben. Es werden scharfkantige Pfeiler gezeigt,
die das Erzeugen einer Turbulenz am Schnittpunkt
der Mischungsstrome unterstiitzen sollen.

[0013] In der verdffentlichten US-Patentanmeldung
2002/0048535 ist eine Vorrichtung dargestellt, in der
zwei Flussigkeiten wahrend der Drehung der Vorrich-
tung vereinigt werden, um die Flissigkeiten aus ei-
nem Behalter in einen anderen zu Ubertragen.

[0014] Das US-Patent 6,264,900 beschreibt das Mi-
schen paralleler, laminarer Strémungen zur Durch-
fuhrung schneller chemischer Reaktionen.

[0015] Das US-Patent 6,065,864 beschreibt ein
Mikro-Mischsystem mit blasengesteuerten Pumpen
und Ventilen zur Erzeugung einer zirkulierenden
Strémung in einer Mischkammer.

[0016] Die verdffentlichte US-Patentanmeldung
2003/0133358 A1 beschreibt einen Mehrstrom-Mi-
krofluidaperturmischer. In einer Ausfihrungsform
enthalten diese Vorrichtungen Mikrofluidkanale, die
in verschiedenen Schichten einer dreidimensionalen
Struktur ausgebildet sind. Das Mischen ist durch ver-
schiedene Manipulationen der Flissigkeitsstro-
mungsbahn und/oder der Kontakte zwischen Flissig-

keitsstromen erzielbar. In verschiedenen Ausfih-
rungsformen sind in einer Mischvorrichtung Struktu-
ren vorsehbar, wie KanallUberlagerungen, Rutschen,
konvergierende oder divergierende Bereiche, Kehren
und/oder Aperturen. Eine Mikrofluidvorrichtung zum
Mischen mehrerer Flissigkeitsstrdome kann mehrere
Einlasskanale beinhalten, die in einen Ubergangska-
nal zusammenlaufen, und mehrere Kontraktions-/Ex-
pansionsbereiche, die in FlieBbeziehung mit dem
Ubergangskanal stehen. Jeder Kontraktions-/Expan-
sionsbereich beinhaltet eine kleine Apertur oder Off-
nung.

[0017] Walter et al. beschreiben in Fluiddynamische
Aspekte in Mikrostrukturreaktoren, Chemie Ingenieur
Technik, Wiley-VCH Verlag GmbH, Weinheim, 1999,
Band 71, Nr. 5 (447-455) einen Mikrokanalreaktor mit
bis zu einhundert Mikrokanalen. Die Fluiddynamik in
Vorrichtungen mit 20 oder 30 Mikrokanalen wird un-
tersucht.

[0018] US-A-2003/0044322 beschreibt ein Verfah-
ren und eine Vorrichtung gemaf dem Oberbegriff der
Anspriiche 1 und 21.

[0019] Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe
zugrunde, eine effektive Mischung von flissigen Re-
agenzien oder Konditionierungsflussigkeiten mit Pro-
benflussigkeiten in Mikrofluidvorrichtungen bereitzu-
stellen. Ein derartiges Mischen wird aufgrund des
Missverhaltnisses zwischen der Viskositat und dem
Volumen der zu mischenden Flissigkeiten er-
schwert. Die Lésung dieser Aufgabe wird nachfol-
gend detailliert beschrieben.

Zusammenfassung der Erfindung

[0020] FlUssigkeiten werden in einer Mikrofluidvor-
richtung nach Anspruch 21 mithilfe eines Verfahrens
nach Anspruch 1 derart gemischt, dass mindestens
zwei Flissigkeiten in eine erste Kammer gegeben
werden, um die Flissigkeiten zu vereinigen. In einer
bevorzugten Ausflihrungsform werden die Flissig-
keiten in die erste Kammer aus Behaltern gegeben,
die diese Flissigkeiten enthalten. In einem zweiten
Schritt werden die vereinigten Flissigkeiten aus der
ersten Kammer durch mindestens einen Kapillarver-
bindungsweg in eine zweite Kammer entleert, um die
Flissigkeiten zu mischen. In einigen Ausfihrungsfor-
men werden zwei oder mehr parallele Kapillarverbin-
dungswege verwendet. In einer weiteren Ausflih-
rungsform steht die zweite Kammer Uber mindestens
einen Kapillarverbindungsweg mit mindestens einer
dritten Mischkammer in FlieRbeziehung.

[0021] Das Mischen von Flussigkeiten erfolgt, wenn
die Flussigkeiten in Kammern ein- und austreten, die,
bezogen auf die engen Kanale, durch die sie ein- und
austreten, relativ grof3 sind. Die Stérung in dem Stro-
mungsmuster der Flussigkeiten wird daflir verant-
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wortlich gemacht, dass das zu beobachtende Mi-
schen erfolgt. In einigen Fallen wurde beobachtet,
dass sich Tropfchen bilden, wenn die Flussigkeiten
aus einem kapillaren Verbindungsweg in eine grol3e
Kammer austreten. Derartige Tropfchen kdnnen zum
Mischvorgang beitragen, wenn sie in der Kammer ko-
aleszieren.

[0022] Der Mischvorgang wird abgeschlossen, in-
dem die Flissigkeiten in der ersten Kammer durch ei-
nen oder mehrere Kapillarverbindungswege in die
zweite Kammer gedriickt werden. In Mikrofluidvor-
richtungen, die nach dem erfindungsgemafen Ver-
fahren arbeiten, haben die Kapillarverbindungswege
Querschnitte zwischen 1 und 2000 pm, vorzugsweise
zwischen 200 und 1000 pm oder wie aufgrund der Ei-
genschaften der Flussigkeiten erforderlich. Die Lan-
ge der Kapillaren zwischen den beiden Kammern be-
tragt zwischen 0,5 und 100 mm, vorzugsweise zwi-
schen 1 und 50 mm. Die Querschnittsform der Kapil-
larverbindungswege gilt als nicht kritisch. Die Verbin-
dungswege haben Ublicherweise einen rechtwinkli-
gen Querschnitt, wobei die Form allerdings von dem
Verfahren abhangt, das zur Ausbildung der Verbin-
dungswege verwendet wird. Die Abmessungen in ei-
ner typischen Konstruktion werden derart gewahilt,
dass in den Verbindungswegen unter Berlicksichti-
gung der Viskositat der Flussigkeit und der ange-
wandten Kraft eine Flussigkeitsgeschwindigkeit von
1 mm/s oder mehr erzielt wird.

[0023] Jede der beiden Kammern ist grofier als das
Gesamtvolumen der gemischten Flissigkeiten. Vor-
zugsweise ist das Volumen jeder Kammer doppelt so
grol3 wie das Volumen der vereinigten Flussigkeiten
oder groRer. Die Tiefe jeder Kammer reicht aus, um
einen Freiraum uUber den Flissigkeiten bereitzustel-
len, nachdem diese in die Kammer eingetreten sind.
Vorzugsweise ist der Raum Uber der Flissigkeit aus-
reichend grof3, damit sich die in die Kammer eintre-
tende Flussigkeit in Tropfchen von z. B. ca. 100 ym
oder gréRer aufzuteilen vermag. Noch bevorzugter
ist die Tiefe der Kammer doppelt so grof3 wie notwen-
dig ware, um das Volumen der zu mischenden verei-
nigten Flissigkeiten aufzunehmen. Die Kapillarver-
bindungswege sind vorzugsweise in dem freien
Raum Uber der Flussigkeit in den Kammern angeord-
net.

Kurzbeschreibung der Zeichnungen
[0024] Es zeigen

[0025] Abb. 1 das erfindungsgemafie Mischen von
zwei Flussigkeiten.

[0026] Abb. 2 eine alternative Ausflihrungsform der
Erfindung.

[0027] Abb. 3 eine Mikrofluidvorrichtung.

Beschreibung der bevorzugten Ausfihrungsformen
Strémung in Mikrokanalen

[0028] Die die Erfindung nutzenden Mikrofluidvor-
richtungen verwenden Ublicherweise Kanale mit
Querschnittmaflen im Bereich von ca. 1 bis 2000 pm,
vorzugsweise von ca. 200-1000 pm. Wenn die Kana-
le einen Querschnitt aufweisen, der im Allgemeinen
rechteckig ist, kann sich das Maf} auf die Diagonale
des Rechtecks beziehen. Das Mindestmal fir solche
Kanale liegt fur viele praktische Anwendungen ver-
mutlich bei ca. 5 ym, da kleinere Kanale Komponen-
ten in der zu analysierenden Probe effektiv ausfiltern
kénnen. Sofern keine Probleme auftreten, sind auch
kleinere MaRRe verwendbar. Kanale in dem bevorzug-
ten Bereich ermdglichen es, flissige Proben alleine
durch Kapillarkrafte zu bewegen. Auch ist es mdglich,
die Bewegung durch Kapillarwadnde zu stoppen, die
derart behandelt wurden, dass sie im Verhaltnis zu
der Probenflissigkeit hydrophob geworden sind,
oder durch merkliche Anderungen in den Kanalab-
messungen. Der Widerstand gegenuber der Stro-
mung kann durch Anwenden einer Druckdifferenz
Uberwunden werden, beispielsweise durch Pumpen,
Vakuum, Elektroosmose, Erwarmen, Absorptionsma-
terialien, zusatzliche Kapillarwirkung oder Zentrifu-
galkraft. Demnach kénnen Flussigkeiten dosiert und
aus einem Bereich der Vorrichtung in einen anderen
Bereich bewegt werden, so wie dies fir die in der Mi-
krofluidvorrichtung durchgefiihrte Analyse erforder-
lich ist.

[0029] Es ist ein mathematisches Modell verwend-
bar, um die Druckdifferenz (z. B. Zentrifugalkraft), die
physikalischen Eigenschaften der Flussigkeit, die
Oberflachenspannung der Flissigkeit, die Oberfla-
chenenergie der Kapillarwande, die Kapillargrofie
und die Oberflachenenergie der Teilchen, die in den
zu analysierenden Flussigkeiten enthalten sind, ins
Verhaltnis zu setzen. Es ist mdglich, die Stréomungs-
geschwindigkeit einer Flussigkeit durch die Kapillar-
wirkung und den gewunschten Grad an Hydrophobie
oder Hydrophilie vorherzusagen. Aus der Beziehung
dieser Faktoren zueinander lassen sich die nachfol-
genden Grundsatze ableiten.

[0030] Fur einen gegebenen Verbindungsweg kann
die Interaktion einer Flissigkeit mit der Oberflache
des Verbindungswegs ggf. eine deutliche Wirkung
auf die Bewegung der Flissigkeit haben. Wenn das
Verhaltnis der Oberflache zum Volumen des Verbin-
dungswegs grof} ist, d. h. wenn die Querschnittsfla-
che klein ist, werden die Interaktionen zwischen der
Flissigkeit und den Wanden des Verbindungswegs
sehr ausgepragt. Dies ist insbesondere der Fall,
wenn man es mit Verbindungswegen zu tun hat, de-
ren Nenndurchmesser kleiner als ca. 200 ym ist,
wenn Kapillarkrafte, die sich auf die Oberflachenen-
ergien der FlUssigkeitsprobe und der Wande bezie-
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hen, vorherrschen. Wenn die Wande von der Flissig-
keit benetzt sind, bewegt sich die Flissigkeit ohne
Anwendung aulerer Krafte durch den Verbindungs-
weg. Wenn die Wande von der Flussigkeit nicht be-
netzt sind, versucht die Flissigkeit dagegen, sich aus
dem Verbindungsweg zuriickzuziehen. Diese allge-
meinen Tendenzen sind nutzbar, um zu bewirken,
dass sich eine Flissigkeit durch einen Verbindungs-
weg bewegt, oder um die Bewegung an dem Uber-
gang zu einem anderen Verbindungsweg, der eine
andere Querschnittsflaiche aufweist, zu stoppen.
Wenn sich die Flissigkeit im Ruhezustand befindet,
kann sie mithilfe einer Druckdifferenz bewegt wer-
den, beispielsweise durch Anwendung einer Zentrifu-
galkraft. Andere Mittel sind ebenfalls verwendbar, u.
a. Druckluft, Vakuum, Elektroosmose, Erwarmung,
Absorptionsmaterialien, zusatzliche Kapillarwirkung
usw., welche in der Lage sind, die zusatzlich benétig-
te Druckdifferenz an dem Ubergang zwischen Verbin-
dungswegen mit unterschiedlichen Querschnittsfla-
chen oder Oberflachenenergien anzuwenden. In der
vorliegenden Erfindung stehen hohe Kapillarkrafte
zur Verfligung, wodurch es moglich ist, Flussigkeiten
ausschlieBlich durch Kapillarkrafte zu bewegen,
ohne dass externe Krafte erforderlich sind, ausge-
nommen fur kurze Perioden, wenn ein Kapillarstopp
Uberwunden werden muss. Allerdings sind die kleine-
ren Verbindungswege wahrscheinlich gegenuber ei-
ner Behinderung aufgrund von Teilchen in den biolo-
gischen Proben oder den Reagenzien inharent star-
ker anfallig. Daher wird die Oberflachenenergie der
Verbindungswegwande nach Bedarf zur Verwendung
mit der zu prifenden Probenflissigkeit abgestimmt,
z. B. Blut, Urin usw. Dieses Merkmal ermdglicht die
Anfertigung flexiblerer Entwurfe von Analysenvor-
richtungen.

Mikrofluid-Analysenvorrichtungen

[0031] Die erfindungsgemafen Analysenvorrichtun-
gen koénnen als ,Chips" bezeichnet werden. Sie sind
im Allgemeinen klein und flach, ublicherweise ca. 1
bis 2 Zoll im Quadrat (25 bis 50 mm im Quadrat), oder
scheibenférmig mit einem Radius von ca. 40 bis 80
mm. Das Volumen der Proben ist klein. Beispielswei-
se enthalten sie lediglich 0,1 bis 10 pl fir jedes Assay,
obwohl das Gesamtvolumen eines Musters zwischen
10 und 200 pl betragen kann. Die Kammern, die die
Probenflussigkeiten und Reagenzien enthalten, sind
Ublicherweise relativ breit und flach, damit die Proben
leicht zu erkennen sind, und damit Anderungen, die
auf die Reaktion der Proben zurlckzufiihren sind,
durch geeignete Gerate gemessen werden kdénnen.
Die verbindenden Kapillarverbindungswege haben
Ublicherweise einen Querschnitt im Bereich von 1 bis
2000 pm, vorzugsweise von 200 bis 500 pm. Die
Form wird anhand des Verfahrens bestimmt, das zur
Ausbildung der Verbindungswege verwendet wird,
wobei allerdings Verbindungswege mit rechteckigen
Querschnitten bevorzugt werden. Die Tiefe der Ver-

bindungswege betragt in vielen praktischen Anwen-
dungen, bei denen Proben Teilchen enthalten, min-
destens 5 uym, kann jedoch kleiner sein, wenn es die
Art der Probe zulasst.

[0032] Zwar gibt es mehrere Mdglichkeiten, nach
denen Kapillarverbindungswege und Kammern aus-
gebildet werden kdnnen, beispielsweise Spritzgie-
Ren, Laserablation, Diamantfrdsen oder Stanzen,
aber das bevorzugte Verfahren ist das Spritzgieen,
um die Kosten der Chips zu reduzieren. Im Allgemei-
nen enthalt ein Unterteil des Chips das gewilinschte
Netz aus Kammern und Kapillarverbindungswegen.
Nachdem Reagenzverbindungen wie gewlnscht in
den Kammern angeordnet worden sind, wird ein
Oberteil Uber dem Unterteil befestigt, um den Chip zu
vervollstandigen.

[0033] Die Chips sind im Allgemeinen dazu vorge-
sehen, nach einmaligem Gebrauch entsorgt zu wer-
den. Demnach werden sie — soweit mdglich — aus
preisgunstigen Materialien hergestellt, wobei sie aber
mit den Reagenzien und den Proben, die es zu ana-
lysieren gilt, vertraglich sein missen. In den meisten
Fallen werden die Chips aus Kunststoffen hergestellt,
wie Polycarbonat, Polystyrol, Polyacrylaten oder Po-
lyurethanen, und koénnen alternativ aus Silicaten,
Glas, Wachs oder Metall hergestellt werden.

[0034] Die Kapillarverbindungswege werden so ab-
gestimmt, dass sie entweder hydrophob oder hydro-
phil sind, wobei die Eigenschaften hinsichtlich des
Kontaktwinkels definiert werden, der von einer flissi-
gen Probe oder einem Reagenz an einer Festkor-
peroberflache gebildet wird. Ublicherweise gilt eine
Oberflache als hydrophil, wenn der Kontaktwinkel
von Wasser an der Oberflache kleiner als 90° ist, und
als hydrophob, wenn der Kontaktwinkel groRer als
90° ist. Vorzugsweise wird die Oberflachenenergie
durch plasmainduzierte Polymerisation an der Ober-
flache der Verbindungswege angepasst. Die erfin-
dungsgemalien Analysenvorrichtungen sind zudem
mit anderen zur Steuerung der Oberflachenenergie
der Kapillarwande verwendeten Verfahren herstell-
bar, wie etwa durch Beschichten mit hydrophilen oder
hydrophoben Materialien, Pfropfen oder Coronabe-
handlungen. Die Oberflachenenergie der Kapillar-
wande kann zur Verwendung mit der vorgesehenen
Probenflissigkeit abgestimmt werden, um beispiels-
weise Ablagerungen an den Wanden eines hydro-
phoben Verbindungsweges zu vermeiden oder um zu
gewahrleisten, dass kein Rest der FlUssigkeit in ei-
nem Verbindungsweg verbleibt. Fur die meisten Ver-
bindungswege in den erfindungsgemafRen Mikrofluid-
vorrichtungen ist die Oberflache im Allgemeinen hy-
drophil, da die Flussigkeit dazu tendiert, die Oberfla-
che zu benetzen, und da die Oberflachenspannungs-
krafte die Flussigkeit dazu bringen, in den Verbin-
dungsweg zu strdmen. Die Oberflachenenergie der
Kapillarverbindungswege ist beispielsweise so abge-
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stimmt, dass der Kontaktwinkel von Wasser an der
Oberflache zwischen 10° und 60° betragt, wenn der
Verbindungsweg dazu vorgesehen ist, Vollblut zu be-
rihren, oder dass der Kontaktwinkel von Wasser an
der Oberflache 25° bis 80° betragt, wenn der Verbin-
dungsweg dazu vorgesehen ist, Urin zu berthren.

[0035] Die Bewegung von Flissigkeiten durch die
Kapillarverbindungswege kann durch Kapillarstopps
unterbunden werden, die — wie der Name besagt -
verhindern, dass Flussigkeiten durch die Kapillarver-
bindungswege stromen. Wenn der Kapillarverbin-
dungsweg hydrophil ist und die Flussigkeitsstrémung
fordert, ist ein hydrophober Kapillarstopp verwend-
bar, d. h. ein kleinerer Verbindungsweg mit hydropho-
ben Wanden. Die Flissigkeit vermag nicht durch den
hydrophoben Kapillarstopp hindurchzutreten, weil die
Kombination aus der kleinen Grdf3e und der nicht be-
netzbaren Wande eine Oberflachenspannungskraft
aufbaut, die dem Eintritt der Flissigkeit entgegen-
steht. Alternativ dazu gilt, dass bei einem hydropho-
ben Kapillarverbindungsweg kein Kapillarstopp zwi-
schen einer Kammer und dem Kapillarverbindungs-
weg erforderlich ist. Die Flussigkeit in der Kammer
wird an dem Eintreten in den Kapillarverbindungsweg
gehindert, bis eine ausreichende Kraft anliegt, etwa
durch Zentrifugalkraft, die bewirkt, dass die Flissig-
keit die entgegenwirkende Oberflachenspannungs-
kraft Gberwindet und durch den hydrophoben Kapil-
larverbindungsweg tritt. Die Zentrifugalkraft wird al-
lerdings nur bendtigt, um die Flissigkeitsstromung zu
veranlassen. Sobald die Wande des hydrophoben
Verbindungswegs vollstandigen Kontakt mit der Flis-
sigkeit haben, reduziert sich die entgegenwirkende
Kraft, weil das Vorhandensein der Flussigkeit die der
hydrophoben Oberflache zugeordneten Energiebarri-
ere herabsetzt. Um zu strdmen, bedarf die Flussigkeit
daher keiner Zentrifugalkraft mehr. Ohne notwendig
zu sein, kann es in einigen Fallen sinnvoll sein, die
Zentrifugalkraft weiter anzuwenden, wahrend die
Flissigkeit durch die Kapillarverbindungswege
strdmt, um eine schnelle Analyse zu ermdglichen.

[0036] Wenn ein hydrophober Kapillarstopp in ei-
nem hydrophilen Kapillarverbindungsweg angeord-
net ist, muss ein Druckdifferenzial angewandt wer-
den, um die Wirkung des hydrophoben Kapillar-
stopps zu Uberwinden. Im Allgemeinen ist die erfor-
derliche Druckdifferenz eine Funktion der Oberfla-
chenspannung der Flissigkeit, des Cosinus ihres
Kontaktwinkels mit dem hydrophilen Kapillarverbin-
dungsweg und der Anderung der Kapillarverbin-
dungswegmalfie. Eine Flussigkeit, die eine grofle
Oberflachenspannung aufweist, bendtigt demnach
weniger Kraft, um den hydrophoben Kapillarstopp zu
Uberwinden, als eine Flussigkeit mit einer kleineren
Oberflachenspannung. Eine Flissigkeit, die die Wan-
de des hydrophilen Kapillarverbindungswegs be-
netzt, d. h. die einen kleinen Kontaktwinkel hat, be-
darf einer groReren Kraft, um den hydrophoben Ka-

pillarstopp zu Uberwinden, als eine Flissigkeit, die ei-
nen grolReren Kontaktwinkel hat. Je kleiner der hy-
drophobe Kanal ist, umso grofer muss die ange-
wandte Kraft sein.

[0037] Wenn die Kapillarverbindungswege hydro-
phil sind, stromt eine Probenflissigkeit (die wasser-
haltig sei) auf natirliche Weise durch die Kapillarver-
bindungswege, ohne dass es einer zusatzlichen Kraft
bedarf. Wenn ein Kapillarstopp benétigt wird, besteht
eine Alternative darin, einen schmaleren hydropho-
ben Abschnitt zu verwenden, der als ein Kapillar-
stopp — wie zuvor beschrieben — dienen kann. Ein hy-
drophiler Kapillarstopp ist ebenfalls verwendbar,
auch wenn der Kapillarverbindungsweg hydrophil ist.
Ein derartiger Kapillarstopp ist breiter und tiefer als
der Kapillarverbindungsweg und bildet einen ,Kapil-
larsprung", wodurch die Oberflachenspannung der
Flussigkeit eine kleinere Kraft zur Unterstltzung der
Flissigkeitsstromung erzeugt. Wenn die Anderung
der Abmessungen zwischen dem Kapillarverbin-
dungsweg und dem breiteren Kapillarstopp ausrei-
chend ist, stoppt die Flussigkeit am Eingang zu dem
Kapillarstopp. Es wurde festgestellt, dass die Flissig-
keit schlieBlich entlang den hydrophilen Wanden des
Kapillarstopps kriecht, aber durch entsprechende
Konstruktion der Form kann diese Bewegung ausrei-
chend verzdgert werden, so dass dieser Kapillar-
stopp auch dann effektiv ist, wenn die Wande hydro-
phil sind.

[0038] Um Chips zu entwerfen, in denen Zentrifu-
galkraft angewandt wird, um hydrophile oder hydro-
phobe Kapillarstopps zu Uberwinden, sind empiri-
sche Tests oder computergestiitzte Stromungssimu-
lationen verwendbar, um aufschlussreiche Informati-
onen zu erhalten, die es ermdglichen, die Position
der flissigkeitshaltigen Kammern auf Chips anzuord-
nen und die verbindenden Kapillarkanale so zu be-
messen, dass eine fliissige Probe wie gewlinscht be-
wegt werden kann, indem die notwendige Kraft durch
Abstimmen der Drehzahl bereitgestellt wird.

[0039] Mikrofluidvorrichtungen kénnen so viele For-
men annehmen, wie fir die Analysenverfahren not-
wendig sind, mit denen der Analyt von Interesse ge-
messen wird. Die Mikrofluidvorrichtungen verwenden
typischerweise ein System aus Kapillarverbindungs-
wegen, die Kammern miteinander verbinden, die tro-
ckene oder flissige Reagenzien oder Konditionie-
rungsmaterialien enthalten. Analysenverfahren kon-
nen die Herstellung einer dosierten Probe durch Ver-
dinnen der Probe, Vorreagieren des Analyten zu
dessen Bereitstellung fir nachfolgende Reaktionen,
Entfernen von Interferenzkomponenten, Mischen von
Reagenzien, Lysieren von Zellen, Erfassen von Bio-
molekilen, Ausfiihren von enzymatischen Reaktio-
nen oder Inkubieren fir Bindungsereignisse, Farben
oder Abscheiden enthalten. Diese Vorbereitungs-
schritte kdnnen vor dem Dosieren oder wahrend des
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Dosierens der Probe oder nach dem Dosieren erfol-
gen, aber vor Ausflihren von Reaktionen, die ein Maf}
des Analyten bereitstellen.

[0040] In derartigen Analysenverfahren wird eine
Probe mit einer Konditionierungsflissigkeit oder mit
einer Reagenzflissigkeit vereinigt und dann in eine
Mischkammer Ubergeben, bevor sie zur weiteren
Verarbeitung Gbertragen wird. Es liegt auf der Hand,
dass ein grundliches Mischen der Probe mit dem Re-
agenz oder der Konditionierungsflissigkeit wichtig
ist, um genaue und reproduzierbare Ergebnisse zu
erhalten. Bekanntermal3en ist die Strémung in Mikro-
fluidvorrichtungen Ublicherweise laminar, d. h. die
Viskositat der Flussigkeit hat eine gréfiere Wirkung
als das Beharrungsvermégen der stréomenden Flis-
sigkeit, so dass die Flissigkeit linear und ohne Turbu-
lenzen stromt. Eine Folge laminarer Strdomungsbe-
dingungen ist, dass das Mischen von zwei oder meh-
reren Flussigkeiten langsam erfolgt, da dies grund-
satzlich die Folge einer molekularen Diffusion ist. Wie
zuvor besprochen, wurden einige Mikrofluidvorrich-
tungen derart entworfen, dass sie die Diffusion zwi-
schen Flussigkeitsschichten in laminarer Strémung
verbessern. In vielen dieser Vorrichtungen ist nicht
vorgesehen, dass es zu einer vollstandigen Mi-
schung kommt, wahrend in anderen vorgesehen ist,
dass die Flissigkeitsstrome engen Kontakt miteinan-
der bilden.

[0041] In der vorliegenden Erfindung ist ein vollstan-
diges Mischen erwiunscht. Es wurde festgestellt,
dass grundliches Mischen durch entsprechende Kon-
struktion der Vorrichtung erzielbar ist, sodass einheit-
liche Mischungen erzeugt werden, die fllissige Pro-
ben mit flissigen Reagenzien oder Konditionierungs-
mitteln vereinigen, die unterschiedliche Viskositaten
und Volumina aufweisen.

Mischen von Flissigkeiten

[0042] Wenn genaue Analysenergebnisse erzielt
werden sollen, ist das Mischen von Proben mit gro-
Reren Volumina von flissigen Reagenzien oder Kon-
ditionierungsmitteln wichtig. Obwohl grindliches Mi-
schen bei der Kombination von Kammern und Kapil-
larverbindungswegen nachgewiesen wurde, die hier
beschrieben sind, ist der Prozess, nach dem das Mi-
schen erfolgt, nicht vollstandig geklart. Nach dem
Stand der Technik gehen die meisten davon aus,
dass laminare Strdmung ein effizientes Mischen ver-
hindert, und legen daher den Schwerpunkt auf die Er-
zeugung dinner Schichten aus parallel strémender
Flussigkeit, um Diffusionsmischen zu ermdglichen.
Die Erfinder der vorliegenden Erfindung gehen davon
aus, dass in ihren Verfahren ortlich begrenzte Effekte
auftreten, die dem Mischen zugute kommen, aber
schwierig zu messen sind. Wenn Flussigkeiten durch
Kapillarverbindungswege treten, befinden sich diese
in laminarer Strdmung; man wirde daher erwarten,

dass ein geringes Mischen auftritt. Wahrend Flussig-
keiten in Kapillarverbindungswege ein- und austre-
ten, die relativ groRe Kammern verbinden, ist es je-
doch wahrscheinlich, dass einige ortlich begrenzte
Wirbel oder Turbulenzen auftreten, die entstehen,
wenn die Stromungsgeschwindigkeit der Flissigkei-
ten zu- oder abnimmt und wenn die Flussigkeit mar-
kante Kanten umstrémt. Wahrend die Strdmung von
Natur aus zwar laminar sein mag, tragen die am
Schnittpunkt der Wande der Kapillarverbindungswe-
ge und Kammern mit der Flussigkeit erzeugten Effek-
te moglicherweise zum Mischen der Flussigkeiten
bei. Zudem wirkt zusatzliche Energie auf die Flissig-
keiten durch Anwendung von Zentrifugalkraft (oder
anderen Kraften) ein, um zu erwirken, dass die Flis-
sigkeiten Kapillarstopps Gberwinden. Die Flissigkei-
ten werden beschleunigt und verzdgert, wenn sie
sich aus ihren Ausgangspositionen durch Kapillarver-
bindungswege in grol’e Kammern bewegen. Es wur-
de beobachtet, dass sich haufig Trépfchen bilden,
wenn die Flussigkeiten aus Kapillarverbindungswe-
gen austreten. Die Bildung von Trépfchen, die unter-
schiedliche Flissigkeiten miteinander vereinigen, in-
duziert mdglicherweise das Mischen der Flussigkei-
ten. Man geht davon aus, dass das Vereinigen der
einzelnen Trépfchen ein weiteres Mischen in einem
Prozess erzeugt, der analog zur Schichtung ist. Das
heil3t, wenn zwei unvertragliche Flissigkeiten durch
aufeinander folgendes Trennen und Schichten verei-
nigt werden, werden die Schichten schlielllich so
diinn, dass sie nicht mehr unterscheidbar sind. Wenn
Tausende von Troépfchen vereinigt werden, ist daher
eine Trennung der beiden Flissigkeiten nicht mehr
offensichtlich, und die Flussigkeiten sind effektiv voll-
standig gemischt. Man geht zudem davon aus, dass
das Mischen zum gewissen Grad durch molekulare
Diffusion erfolgt, wenn sich die Unterteilung der Flis-
sigkeiten fortsetzt und sich die Entfernung, um die die
Molekile sich bewegen, reduziert. Zwar kann der Mi-
schungsgrad ermittelt werden, nachdem diese statt-
gefunden hat, aber der Entwurf der notwendigen Mi-
krofluidmerkmale variiert abhangig von den relativen
Volumina der zu mischenden Fliissigkeiten und ihren
physischen Eigenschaften und bedarf ggf. einer Be-
statigung durch Versuche.

[0043] Diese allgemeine Beschreibung des Mi-
schungsprozesses gilt fur verschiedene Flissigkei-
ten. Allerdings verlangen die verwendeten Bedingun-
gen eine Modifikation je nach Viskositat und relativen
Volumina der zu mischenden Flussigkeiten. Es liegt
auf der Hand, dass das Mischen einer viskosen Flus-
sigkeit mit einer, die viel weniger viskos ist, schwieri-
ger ist, als das Mischen von zwei FlUssigkeiten mit
ahnlich niedrigen Viskositaten. Das gleichmaRige Mi-
schen von zwei viskosen Flussigkeiten ist zudem
schwierig. Es ist zu erwarten, dass das Vereinigen
von zwei Flussigkeiten mit deutlich unterschiedlichen
Volumina schwieriger ist als das Mischen von Flis-
sigkeiten mit gleichen Volumina.
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[0044] Es wurde festgestellt, dass bestimmte Para-
meter verwendbar sind, um die Bedingungen zu defi-
nieren, die erforderlich sind, um ein erfindungsgema-
Res Mischen von Flussigkeiten zu erzeugen. Im All-
gemeinen werden zwei oder mehr Flissigkeiten in ei-
ner ersten Kammer vereinigt, die durch mindestens
einen verbindenden Kapillarverbindungsweg in eine
zweite Kammer entleert wird, wo die Flissigkeiten
den Mischungsprozess abschlieRen. Ein derartiger
Prozess wird in einem vereinfachten und nachfol-
gend eroérterten Diagramm in Abb. 1 dargestellt. Die
Bewegung der Flussigkeiten erfordert Ublicherweise
die Anwendung von Kraft zur Uberwindung des Stro-
mungswiderstands, wie er der Verwendung kleiner
Verbindungswege zueigen ist, und desjenigen, der
sich aus Kapillarstopps ergibt, die hinzugenommen
werden, um ein Strémen von Flussigkeiten zu verhin-
dern. Zu diesem Zweck wird haufig Zentrifugalkraft
verwendet, aber auch andere Verfahren, die die be-
noétigte Kraft erzeugen kénnen, sind verwendbar, ein-
schlief3lich Luftdruck, Vakuum, Elektroosmose, Ab-
sorptionsmaterialien, zuséatzliche Kapillarwirkung
usw. Die angewandte Kraft ist ausreichend, um eine
Strédmung der Flussigkeit in den Kapillarverbindungs-
wegen von 1 mm/s oder mehr zu erzeugen. Diese
Verbindungswege haben Querschnitte zwischen 1
pm und 2000 pm, vorzugsweise zwischen 200 und
1000 pm, wie durch die physikalischen Eigenschaf-
ten der Flissigkeiten bestimmt. Die Verbindungswe-
ge weisen eine Lange zwischen 0,5 und 100 mm auf,
vorzugsweise zwischen 1 und 50 mm, je nach Anord-
nung der Kammern und Verbindungswege auf dem
Chip. Der Unterschied in den Abmessungen der Ka-
pillarverbindungswege und der zugehdrigen Kam-
mern ist so grof}, dass die Bewegung von Flissigkei-
ten aus einer Kammer in eine andere eine Turbulenz
in der Strémung erzeugt. Man geht zudem davon
aus, dass die Oberflachenspannung der Flussigkei-
ten fir die Tropfchen verantwortlich ist, die sich nach
Beobachtung an dem Punkt bilden, an dem Flissig-
keiten aus den Kapillarverbindungswegen austreten
und zum Mischen in eine gréRere Kammer eintreten.
Die Tropfchen werden (im tblichen Fall) durch Zentri-
fugalkraft zur AuRenseite der Aufnahmekammer ge-
drangt, wo sie sich wiedervereinigen.

[0045] Die Kammern kénnen unterschiedliche For-
men aufweisen, aber Ublicherweise sind sie im Allge-
meinen kreisformig oder rechteckig. Sie kénnen in-
terne Merkmale, wie Stufen oder Rampen, aufwei-
sen. Man geht davon aus, dass solche Merkmale nur
eine geringe Wirkung auf das Mischen der Flissig-
keiten haben, obwohl sie aus anderen Grinden vor-
gesehen werden kdnnen. Es gilt als wichtig, dass ein
ausreichender Raum in den Mischkammern oberhalb
der zu mischenden Flussigkeiten bereitgestellt wird.
Mindestens 100 ym freier Raum gilt in einer Gblichen
Kammer als notwendig, die ca. 0,1 bis 50 pl enthalt.
Vorzugsweise haben die Kammern ein Volumen, das
ca. dem Doppelten des Gesamtvolumens der zu mi-

schenden Flussigkeiten entspricht, und die Tiefe der
Kammer betragt ca. das Doppelte des Flussigkeits-
standes in der Kammer. Man geht davon aus, dass
grolere Kammern und gréRere Tiefen das Mischen
verbessern, ohne dass dies notwendigerweise opti-
mal sein muss. Kleinere Kammern und kleinere Tie-
fen ergeben mdglicherweise zufrieden stellende Er-
gebnisse, obwohl zu erwarten ist, dass das Mischen
darunter leidet, da oberhalb der Flissigkeiten weni-
ger Luftraum vorhanden ist.

[0046] Abb. 1A u. B zeigen das erfindungsgemale
Mischen in Mikrofluidvorrichtungen in vereinfachter
Form. Eine Probenflissigkeit im Behalter 10 wird so-
lange im Behalter 10 zurlickgehalten, bis diese durch
Anwenden einer Kraft, z. B. einer Zentrifugalkraft, zur
Uberwindung des Kapillarstopps 12 freigesetzt wird.
Desgleichen verbleibt wegen eines Kapillarstopps 16
ein flussiges Reagenz oder eine Konditionierungs-
flissigkeit, z. B. eine Pufferlésung, im Behalter 14,
bis die notwendige Kraft angewandt worden ist. Die
beiden Flissigkeiten strdmen durch Kapillarverbin-
dungswege in die erste Kammer 18. Die Kammer 18
nimmt die Probe und die zweite Flissigkeit gleichzei-
tig auf, so dass ein vorlaufiges Mischen erfolgt, wenn
die Flissigkeiten in die Kammer 18 eintreten. In den
meisten Fallen ist das Mischen nicht ausreichend,
weshalb ein zweiter Schritt notwendig ist. Die verei-
nigten Flussigkeiten treten aus der ersten Kammer
18 durch mindestens einen Kapillarverbindungsweg
20 aus und in die zweite Mischkammer 22 ein. Die
Flussigkeit kann kleine Tropfchen bilden, wenn sie
aus dem Kapillarverbindungsweg 20 austritt und in
die Mischkammer eintritt, wodurch die Flussigkeiten
in den Trépfchen wahrend ihrer Bildung gemischt
werden. Ein weiteres Mischen erfolgt, wenn sich die
Tropfchen am Boden der Mischkammer 22 wieder-
vereinigen.

[0047] In einer weiteren Ausfuhrungsform aus
Abb. 1 werden drei Kapillarverbindungswege ver-
wendet, z. B. 20, 20a und 20b, um die erste Kammer
18 mit der zweiten Mischkammer 22 zu verbinden. Es
sind auch mehr als drei Kapillarverbindungswege
verwendbar, wie in Beispiel 1 nachstehend gezeigt.
Vorzugsweise haben die Kapillarverbindungswege
nicht denselben Durchmesser, so dass die Ge-
schwindigkeit in den Kapillarverbindungswegen vari-
iert, wodurch unterschiedlich groRe Tropfchen er-
zeugt werden, was das Mischen weiter verbessert.
Wenn mehrere Kapillarverbindungswege verwendet
werden, kénnen diese so angeordnet werden, dass
diese ein Aufeinandertreffen der austretenden Flus-
sigkeiten in der Kammer 22 bewirken.

[0048] Eine weitere in Abb. 2A und B gezeigte Al-
ternative ist besonders sinnvoll, wenn Flussigkeiten
mit unterschiedlichen Viskositaten gemischt werden.
Die Kapillarverbindungswege 20 et al. wirden sich
dann in eine Vormischkammer 24 entladen, aus der
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zusatzliche Kapillarverbindungswege 21 et al. die
vereinigten Flissigkeiten in die Mischkammer 22 he-
raustragen wirden. Um das Mischen weiter zu ver-
bessern, kénnten zusatzliche Vormischkammern be-
reitgestellt werden. In beiden Schnittansichten in
Abb. 1B und Abb. 2B ist zu erkennen, dass die Ka-
pillarverbindungswege 20 und 21 Ublicherweise oben
auf einem Chip angeordnet werden, der die tieferen
Kammern umfasst. Wenn auf die Flissigkeiten Kraft
angewandt wird, bewegen sich diese demnach hoch
zu den Verbindungswegen und treten dann in die
nachste Kammer ein.

[0049] Nachdem mehrere Ausflihrungsformen be-
schrieben worden sind, die in der Praxis ein effekti-
ves Mischen erméglichen, wird deutlich, dass es be-
stimmte Varianten gibt, die in speziellen Fallen zu be-
ricksichtigen sind. Eine Alternative bestande darin,
die Kapillarverbindungswege zu vereinigen, die die
getrennten Flissigkeiten einspeisen, bevor diese in
die erste Kammer eintreten. Dies hatte den Vorteil,
dass mit Erhéhen der Geschwindigkeit der Flissig-
keit ein gewisses Mischen in dem vereinigten Kapil-
larverbindungsweg erzielt wird, was mit Eintreten in
die Kammer zu einem starkeren Mischen flihren wur-
de. Auch in diesem Fall kdnnte die erste Kammer mit
Mikrostrukturen versehen werden, um o6rtlich be-
grenzte Wirbel oder Turbulenzen zur Verbesserung
des Mischens zu erzeugen. Im einfachsten Fall kénn-
ten die Flussigkeiten direkt in der ersten Kammer 18
gelagert werden, anstatt zunachst in den Behaltern
10 und 14 angeordnet zu werden.

[0050] Es wurde bereits vorgeschlagen, dass bei
Verwendung mehrerer Kapillarverbindungswege zur
Einspeisung der Flussigkeiten in die zweite Misch-
kammer die Kapillarverbindungswege unterschiedli-
che Durchmesser aufweisen kdnnten, und dass die-
se so angeordnet sein kdnnten, dass sie aufeinander
treffen, wenn die FlUssigkeitsstrome/Tropfchen in die
Mischkammer eintreten. Eine weitere Alternative be-
stéande darin, die mehreren Kapillarverbindungswege
vor Eintreten in die zweite Mischkammer zu verviel-
faltigen, um die Vorteile zu nutzen, die eintrittsbedingt
erzeugte Wirbel und Anderungen der Fliissigkeitsge-
schwindigkeit mit sich bringen. Die zweite Mischkam-
mer konnte ebenfalls mit Mikrostrukturen versehen
werden, um ein Mischen zu unterstitzen.

[0051] Die in Abb. 3 dargestellte Mikrofluidvorrich-
tung wird in Beispiel 3 unter Verwendung in einem
bestimmten Analysenverfahren beschrieben. Die
Vorrichtung mischt eine Flissigkeit in Kammer 18 mit
einer dosierten Probe, die im Kapillarverbindungs-
weg 14 und in der Kammer 16 enthalten ist. Die Flis-
sigkeiten werden in der Kammer 20 aufgenommen
und an die Mischkammer 30 Uibergeben, aus der die
gemischten Flissigkeiten zur Analyse herausstro-
men.

[0052] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die
Bewegung der gemischten Flussigkeiten in nachge-
lagerte Kammern zur weiteren Verarbeitung. Es liegt
auf der Hand, dass das Mischen abgeschlossen sein
sollte, bevor die Flussigkeiten bewegt werden. Es
wurden mehrere Mittel erwogen, um eine frihzeitige
Bewegung der Flissigkeiten zu verhindern, bevor
das Mischen abgeschlossen ist. Nach einem Verfah-
ren treten die gemischten Flussigkeiten in einen Ka-
pillarverbindungsweg ein, der tiber der normalen Tie-
fe der Flussigkeit in dem Mischbehalter angeordnet
ist. Es wurde festgestellt, dass nachdem die Zentrifu-
galkraft, die die Flussigkeit in der Mischkammer in ih-
rer Position halt, reduziert worden ist, die Flussigkeit
dazu tendiert, an den Wanden der Kammer hochzu-
kriechen, und dass sie den Austrittsverbindungsweg
erreichen kann. In einem zweiten Verfahren erfolgt
der Eintritt in den Austrittskapillarverbindungsweg
von unterhalb des Flissigkeitsstands in der Misch-
kammer, jedoch erst dann, wenn der Widerstand ei-
nes hydraulischen Stopps durch Anwenden der noti-
gen Kraft Uberwunden worden ist. In einem dritten
Verfahren ist der Austrittskapillarverbindungsweg
oberhalb der Fliussigkeitstiefe in der Mischkammer
angeordnet, und die natirliche Tendenz der Flissig-
keit, sich durch Kapillarkrafte zu bewegen, wird durch
Bereitstellen von Mikrostrukturen unterstitzt, bei-
spielsweise einer gerillten Rampe, die zu dem Aus-
trittskapillarverbindungsweg flihrt.

Anwendungen

[0053] Fur Mikrofluidvorrichtungen gibt es zahlrei-
che Anwendungen. Analysen kénnen fir Proben von
zahlreichen biologischen Flissigkeiten durchgefiihrt
werden, beispielsweise, aber nicht abschlielend,
Blut, Urin, Wasser, Speichel, Ruckenmarksflissig-
keit, Darmflissigkeit, Lebensmittel und Blutplasma.
Blut und Urin sind von besonderem Interesse. Eine
Probe der zu testenden Flissigkeit wird in dem Pro-
benbehalter angeordnet und nachfolgend in einem
oder mehreren Dosierverbindungswegen oder -be-
haltern in der zu analysierenden Menge abgemes-
sen. Die dosierte Probe wird auf den Analyten von In-
teresse analysiert, beispielsweise, aber nicht ab-
schlieend, ein Protein, eine Zelle, ein kleines orga-
nisches Molekil oder ein Metall. Beispiele solcher
Proteine sind u. a. Albumin, HbA1c, Protease, Prote-
ase-Inhibitor, CRP, Esterase und BNP. Zu analysie-
rende Zellen kénnen E. coli, Pseudomonas, weille
Blutkdrperchen, rote Blutkérperchen, H. pylori, Strep
A, Chlamdia und Mononucleosis sein. Zu den Metal-
len, die nachgewiesen werden kdnnen, z&hlen Eisen,
Mangan, Natrium, Kalium, Lithium, Calcium und Ma-
gnesium.

[0054] In vielen Anwendungen wird die durch die
Reaktion von Reagenzien mit einer Probe entwickel-
te Farbe gemessen. Weitere spektroskopische Ana-
lysen der Probe sind méglich unter Verwendung von
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Sensoren, die angeordnet sind, um Absorption, Re-
flexion, Transmission und Emission, wie beispiels-
weise Fluoreszenz, Phosphoreszenz, Lumineszenz
und sonstige Anderungen in den Nah- und Ferninfra-
rot-, Raman- und Ultraviolett-Wellenlangen, nachzu-
weisen. Zudem ist es mdglich, elektrische Messun-
gen der Probe mithilfe von Elektroden durchzufiih-
ren, die in den kleinen Behaltern in der Vorrichtung
angeordnet sind. Beispiele solcher Analysen sind u.
a. elektrochemische Signalwandler auf Grundlage
von amperometrischen, impedimetrischen und po-
tentimetrischen Nachweisverfahren. Beispiele um-
fassen den Nachweis von oxidativen und reduktiven
Chemikalien und den Nachweis von Bindungsereig-
nissen.

[0055] Es gibt diverse Reagenzverfahren, die in Mi-
krofluidvorrichtungen verwendet werden kdnnten.
Reagenzien sind Anderungen unterworfen, wodurch
die Starke des erzeugten Signals proportional zu der
in dem klinischen Muster gemessenen Konzentration
des Analyten ist. Diese Reagenzien enthalten Indika-
torfarbstoffe, Metalle, Enzyme, Polymere, Antikdrper,
elektrochemisch reagierende Inhaltsstoffe und ver-
schiedene andere, auf Tragern getrocknete Chemi-
kalien. Haufig verwendete Trager sind Papiere, Mem-
branen oder Polymere mit verschiedenen Probenauf-
nahme- und Transporteigenschaften. Sie kénnen in
die Reagenzkammern in den Mikrofluidvorrichtungen
eingebracht werden.

[0056] Fur Reagenzien sind verschiedene Verwen-
dungen mdglich. Beispielsweise kann ein Analyt mit
einem Reagenz in einer ersten Kammer zur Reaktion
gebracht und das reagierte Reagenz zur weiteren
Reaktion in eine zweite Kammer weitergeleitet wer-
den. Zudem kann ein Reagenz in einer ersten Kam-
mer in einer Flussigkeit resuspendiert und fir eine
Reaktion in eine zweite Kammer bewegt werden. Ein
Analyt oder Reagenz kann in einer ersten oder zwei-
ten Kammer eingefangen und eine Bestimmung des
freien versus gebundenen Reagenz durchgefiihrt
werden. Ein drittes flissiges Reagenz kann verwen-
det werden, um Materialien in der zweiten Kammer
zu waschen und Materialien zur Entsorgungskammer
zu bewegen.

[0057] Die Bestimmung des freien versus gebunde-
nen Reagenz ist insbesondere fur Mehrzonen-Immu-
noassays und Nukleinsdure-Assays verwendbar. Es
gibt verschiedene Arten von Mehrzonen-Immunoas-
says, die fur diese Vorrichtungen adaptiert werden
kdnnen. Im Falle der Adaption von Immunochromato-
graphie-Assays werden Reagenzien und Filter in se-
paraten Kammern platziert und mussen keinen phy-
sischen Kontakt haben, da keine chromatographi-
schen Krafte im Spiel sind. Immunoassays oder
DNA-Assay konnen zum Nachweis von Bakterien
entwickelt werden, wie etwa gramnegative Arten (z.
B. E. Coli, Entereobacter, Pseudomonas, Klebsiella)

und grampositive Arten (z. B. Staphylococcus Aure-
us, Entereococc).

[0058] Immunoassays kénnen fir vollstandige Pa-
nels von Proteinen und Peptiden entwickelt werden,
wie Albumin, Hamoglobin, Myoglobulin, a-1-Micro-
globulin, Immunoglobuline, Enzyme, Glycoproteine,
Protease-Inhibitoren, Arzneimittel und Cytokine. Sie-
he beispielsweise: Greenquist in US-Patent
4,806,311, Multizone analytical Element Having La-
beled Reagent Concentration Zone, 21. Februar
1989, Liotta in US-Patent 4,446,232, Enzyme Immu-
noassay with Two-Zoned Device Having Bound Anti-
gens, 1. Mai 1984.

[0059] Potenzielle Anwendungen, in denen getrock-
nete Reagenzien wieder l6slich gemacht werden,
sind u. a. Filtration, Sedimentationsanalyse, Lyse von
Zellen, Zellsortieren (Massendifferenz) und Zentrifu-
galtrennung. Um die Empfindlichkeit zu verbessern,
kann eine Anreicherung (Konzentration) des Proben-
analyten auf eine feste Phase (z. B. Mikroperlen) vor-
genommen werden. Die angereicherten Mikroperlen
kénnten durch kontinuierliches Zentrifugieren ge-
trennt werden. Multiplexing ist verwendbar (z. B. Do-
sieren verschiedener Reagenzkammern parallel
und/oder in Folge), was mehrere Kanale ermoglicht,
von denen jeder ein definiertes, diskretes Ergebnis
erzeugt. Multiplexing kann mithilfe eines Arrays aus
Kapillarverbindungswegen erfolgen, das eine Viel-
zahl von Dosierungs-Kapillarschleifen umfasst, und
in Flissigkeitsverbindung mit der Eintritts6ffnung
steht, oder mithilfe eines Arrays aus Dosierungska-
nalen und/oder Kapillarstopps, die mit jedem der Do-
sierungs-Kapillarschleifen verbunden sind. Beim Ent-
wurf des Gerats kann die Kombination mit sekunda-
ren Kraften genutzt werden, wie beispielsweise Mag-
netkraften. Teilchen, wie Magnetperlen, dienen als
Trager flir Reagenzien oder zum Erfassen von Pro-
benbestandteilen, wie Analyten oder Stérsubstan-
zen. Trennung der Teilchen nach physikalischen Ei-
genschaften, wie Dichte (analog zur Fraktionierung
mit Split).

[0060] Das folgende Beispiel 3 stellt die Erfindung
zur Durchfiihrung eines Assays dar, um den Glykoha-
moglobingehalt (HbA1c) im Blut eines Patienten zu
messen, was auf den Zustand von Patienten mit Dia-
betes hinweisen kann. Das verwendete Verfahren ist
Gegenstand einer Reihe von Patenten, jlingst des
US-Patents 6,043,043. Normalerweise liegt die Kon-
zentration von Glykohdmoglobin im Bereich von 3 bis
6%. Bei Diabetespatienten kann die Konzentration
auf das 3- bis 4-fache ansteigen. Der Assay misst die
mittlere Blutglukosekonzentration, der Hamoglobin
Uber einen Zeitraum von ca. 100 Tagen ausgesetzt
worden ist. Monoklonale Antikérper, die speziell fur
den glykierten N-endsténdigen Peptidrest in Hamog-
lobin A1c entwickelt wurden, werden mit gefarbten
Latexteilchen markiert und in Kontakt mit einer Blut-
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probe gebracht, um die markierten Antikrper an das
Glykohamoglobin anzulagern. Vor Anlagern der mar-
kierten Antikorper wird die Blutprobe zunéachst durch
Kontakt mit einem Denaturierungsmittel/Oxidations-
mittel denaturiert, z. B. Lithiumthiocyanat, wie von Le-
wis in US-Patent 5,258,311 beschrieben. Dann wird
die denaturierte und markierte Blutprobe in Kontakt
mit einem Agglutinatorreagenz gebracht, und die er-
zeugte Trlbung ist proportional zu der Menge des in
der Probe vorhandenen Glykohamoglobins. Die Ge-
samtmenge des vorhandenen Hamoglobins wird
ebenfalls gemessen, um den Prozentsatz des Hamo-
globins zu ermitteln, der glykiert ist. Das Mischen der
Blutprobe mit dem Denaturierungsmittel/Oxidations-
mittel erfolgt erfindungsgemaf.

Beispiel 1

[0061] Es wurde eine Mikrofluidvorrichtung mit der
in Abb. 1 dargestellten allgemeinen Konfiguration
hergestellt, die funf parallele Kapillarverbindungswe-
ge 20 et al. aufwies, die die Kammern 18 und 22 ver-
banden.

[0062] Der Probenbehalter 10 wurde mit 10 pl einer
Phenolrot-Lésung mit Puffer (pH 4,0) gefilillt. Der Pro-
benbehalter 14 wurde mit 10 pl einer Phenolrot-L6-
sung (pH 7,0) geftullt. 10 mm lange Kapillarverbin-
dungswege verbanden die Proben- und Reagenz-
kammern mit der ersten Kammer 18. Jeder Kapillar-
verbindungsweg war 200 ym tief und 700 pm breit
und enthielt 0,4 pl. Die erste Kammer 18 war 5,5 mm
im Durchmesser, 1,5 mm tief und hatte eine Kapazitat
von ca. 36 pl. Die zweite Kammer 22 war 5,5 mm im
Durchmesser, 1,1 mm tief und hatte eine Kapazitat
von ca. 26 pl. Die Vorrichtung war auf einer Plattform
angeordnet und drehte sich mit 2.500 U/min in einem
Abstand von ca. 28 mm, um den Widerstand der
Stopps 12 und 16 zu Uberwinden und Flissigkeiten
aus den Behaltern 10 und 14 gleichzeitig in die erste
Kammer 18 einzuspeisen. Die gemischten Flussig-
keiten traten sofort durch finf Kapillarverbindungs-
wege (20 et al.), die die erste Kammer 18 und die
zweite Kammer 22 miteinander verbanden. Jeder
Kapillarverbindungsweg war 3,5 mm lang, 200 pym
tief und 200 pm breit. Die Farbe der Flussigkeit, die
sich in der zweiten Kammer 22 sammelte, war gleich-
mafig gelb, was darauf hinwies, dass ein vollstandi-
ges Mischen stattgefunden hatte.

[0063] Es wurde festgestellt, dass sich die Flussig-
keit nach Wegfall der Zentrifugalkraft entlang den
Seiten der zweiten Mischkammer 22 hochbewegt
hatte, so dass die (in Abb. 1 nicht gezeigten) Aus-
tritts-Kapillarverbindungswege gefillt werden konn-
ten.

Beispiel 2

[0064] Es wurde eine weitere Mikrofluidvorrichtung

hergestellt, die sich von der Vorrichtung in Beispiel 1
dadurch unterschied, dass nur ein Kapillarverbin-
dungsweg die erste Kammer 18 und die zweite Kam-
mer 22 verband. Zudem war die zweite Kammer 22
mit einer Reihe von flinf Stufen versehen, die in Rich-
tung der angewandten Zentrifugalkraft herabfiihrten.
Die erste Kammer 18 war 5,5 mm im Durchmesser,
1,5 mm tief und hatte eine Kapazitat von ca. 36 pl. Die
zweite Kammer 22 war 5 mm breit und 7 mm lang mit
einer mittleren Tiefe von ca. 1,2 mm und einem Volu-
men von ca. 46 pl. Der einzelne Kapillarverbindungs-
weg (3 mm lang, 200 pm tief, 500 ym breit) trat oben
an der abgestuften Rampe aus. Die Mischkammer
und die beiden Kapillarverbindungswege, die die Ver-
dinnungskammer versorgten, hatten die gleichen
Abmessungen wie in Beispiel 1.

[0065] 10 pl einer Phenolrot-Lésung (pH 7,0) wur-
den dem Behalter 10 zugegeben, und 10 pl einer
Phenolrot-Lésung mit Puffer (pH 4,0) wurden dem
Behalter 14 zugegeben. Die Vorrichtung wurde mit ei-
ner Drehzahl gedreht, die ausreichte, um die Kapillar-
stopps zu Uberwinden und die beiden Lésungen zu
der abgestuften Verdinnungskammer und dann zur
Mischkammer zu transportieren. Die Farbe der Flis-
sigkeit in der Mischkammer erwies sich als gleichma-
Rig, was darauf hinwies, dass ein vollstandiges Mi-
schen stattgefunden hatte.

Beispiel 3

[0066] In diesem Beispiel wurde ein Test auf HbA1c
in einem Mikrofluidchip des in Abb. 3 gezeigten Typs
durchgefuhrt. Die Oberflachenenergie der internen
Merkmale wurde derart eingestellt, dass ein Kontakit-
winkel von 25° fiir Wasser auf der Oberflache erzeugt
wird, und diese wurden mit einem Polypropylenfoli-
endeckel bedeckt (Excel 2930). Eine Blutprobe wur-
de Uber eine Probendffnung 10 eingebracht, tber die
sie durch Kapillarwirkung zur Vorkammer 12 und
dann zur Dosierkapillare 14 gelangte. Der zusatzli-
che Dosierbehalter 16 ist optional und wird nur dann
bereitgestellt, wenn die Probengréfle zusatzliches
Volumen erfordert. Das Volumen der Probe in der Do-
sierkapillare 14 und dem Dosierbehélter 16 betrug
0,3 pl. Die Denaturierungs-/Oxidationsflissigkeit
(9,62 pl) (Sigma-Saugerzell-Lyse/Extraktionsrea-
genz) war in Behalter 18 enthalten. Sie wurde in die
erste Kammer 20 (18,84 pl) gleichzeitig mit dem Do-
sierbehalter 16 und der zugehdrigen Dosierkapillare
14 durch Anwendung einer Zentrifugalkraft unter
Schleudern mit 1200 U/min in einem Abstand von 29
mm entleert, um die (nicht gezeigten) Kapillarstopps
zu uberwinden. Die erste Kammer 20 hatte Platz fur
die Blutprobe und das Denaturierungs-/Oxidations-
mittel. Die vereinigten Fllssigkeiten wurden Uber ei-
nen Satz von drei 2000 pm langen Kapillarverbin-
dungswegen mit einem Querschnitt von 30 x 30 pm
Ubertragen. Die zweite Kammer 30 nahm die Flissig-
keiten auf und mischte diese. Nach Wegnahme der
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Kraft trat die Flissigkeit oben aus der Kammer 30
aus und durch den Kapillarverbindungsweg 23 in die
Kammer 24 ein. Uberschiissige Flussigkeiten wur-
den in den Entsorgungsbehalter 31 durch Schleu-
dern mit 2.500 U/min bei einem Abstand von 43 mm
Ubertragen.

[0067] Die Kammer 24 erzeugte einen gleichmafi-
gen Kontakt der vorkonditionierten Probe mit mar-
kierten, monoklonalen Antikérpern, die auf einem tro-
ckenen Substrat angeordnet waren und als ein zwei-
ter Dosierbereich dienten. Das Volumen der Probe in
der zur Kammer 24 flihrenden Kapillare betrug 2,0 pl.
Der Kontakt ungebundener, markierter Antikdrper mit
dem Agglutinator, der auf einem Substrat angeordnet
war, erfolgte in Kammer 26 und erzeugte eine Farbe,
die gemessen wurde, um die Menge des Glykohamo-
globins in der Probe zu bestimmen. Die Anwendung
einer Zentrifugalkraft durch Schleudern mit 2.500
U/min in einem Abstand von 53 mm bewirkte, dass
sich das inkubierte Konjugat in Kammer 24 und der
Waschpuffer in Kammer 22 in die Kammer 26 ent-
leerten. Die verbleibenden Behalter stellten Raum fur
Uberschissige Probe (28), Uberschiissige denatu-
rierte Probe (31) und fir ein Dochtmaterial (32) be-
reit, das verwendet wurde, um die Probe Uber das
Substrat in Kammer 26 zu ziehen.

[0068] Eine Probe von 2 ul wurde in die Probendff-
nung 10 pipettiert, aus der sie durch einen in dem
(nicht gezeigten) Chip angeordneten Verbindungs-
weg hindurch und in die Vorkammer 12, die Dosier-
kapillare 14 und dem zusatzlichen Dosierbehalter 16
trat. Jegliche (iberschiissige Probe trat in den Uber-
laufbehalter 28, der einen Feuchtigkeitsdetektor ent-
hielt. Es wurde keine Zentrifugalkraft angewandt, ob-
wohl die Verwendung von bis zu 400 U/min moglich
gewesen ware. Die ProbengréRe (0,3 pl) wurde
durch das Volumen der Kapillare 14 und dem Dosier-
behalter 16 bestimmt. Ein Kapillarstopp am Einlass
des Kapillarverbindungsweges, der den Dosierbehal-
ter 16 und die erste Kammer 20 verbindet, verhinder-
te eine weitere Bewegung der Blutprobe bis zur Uber-
windung des Widerstands durch Zentrifugalkraft, was
in diesem Beispiel durch Schleudern des Chips mit
1.200 U/min erfolgte. Auch die Denaturierungs-/Oxi-
dationslésung (Sigma-Saugerzell-Lyse/Extraktions-
reagenz) wurde mit einem Kapillarstopp daran gehin-
dert, den Behalter 18 zu verlassen, bis eine Drehzahl
von 1.200 U/min angewandt wurde, um 10 pl der De-
naturierungs-/Oxidationslésung zusammen mit der
dosierten Blutprobe in die erste Kammer 20 und an-
schlieRend in die zweite Mischkammer 30 zu lbertra-
gen. Das Volumen der ersten Kammer 20 betrug ca.
das Doppelte der Menge der vereinigten Denaturie-
rungs-/Oxidationslésung und der Blutprobe. Nach
dem Mischen verlielen 2 pl der Mischung die zweite
Kammer 30 durch eine Kapillarverbindungsweg und
traten in die Kammer 24 ein, in der Mikrostrukturen
eine einheitliche Benetzung des Substrats gewahr-

leisteten (eine Whatman Glasfaser-Konjugattrenn-
membrane), das die latexmarkierten, monoklonalen
Antikdrper fir HbA1c enthielt. Die Inkubation war in-
nerhalb weniger Minuten abgeschlossen, wonach die
markierte Probe in die Kammer 26 entlassen wurde,
indem die Drehzahl auf 2.500 U/min angehoben wur-
de, um den (nicht gezeigten) Kapillarstopp am Aus-
lass der Kammer 24 zu Uberwinden. Die markierte
Probe gelangte in Kontakt mit dem Agglutinator (Po-
lyaminasparginsaure HbA1c-Peptide), der auf ein
Whatman Nitrozellulosereagenz mit 5 ym Porengro-
Re in Konzentrationen von 0,1 bis 3 mg/ml abgestri-
chen worden war. Das Absorptionsmaterial (What-
man Glasfasermembrane) im Behalter 32 ermdglich-
te einen gleichmafigen Durchtritt der markierten Pro-
be Uber dem Streifen. Wahrend die markierte Probe
bei 2.500 U/min in die Kammer 26 transportiert wur-
de, verlieR die Pufferlésung (phosphatgepufferte
Salzldsung) den Behalter 22 und trat durch die Kam-
mer 24 und Uber den Streifen in die Kammer 26, um
die Genauigkeit der Messergebnisse der Bander auf
dem Streifen zu verbessern. Die entwickelte Farbe
wurde durch Reflexionsmessung mit einer Digitalka-
mera gemessen.

Beispiel 4

[0069] Der Chip aus Abb. 3 wurde mit zwei Arten
von Ldésungen getestet. In dem ersten Test wurde
eine Losung eines Phosphatpuffers mit pH 4 an der
Probendffnung 10 eingebracht, von wo diese zur Do-
sierkapillare 14 und zum Behalter 16 transportiert
wurde. Diese Losung wurde dann mit dem Phosphat-
puffer bei pH 10 in der Kammer 18 in der ersten
Mischkammer 20 vereinigt. Durch Farbstoffmessung
stellte sich heraus, dass das Mischen der beiden Puf-
ferldsungen im Wesentlichen in Kammer 30 bei pH 7
abgeschlossen war. Wenn Blut als Probe diente, also
eine starker viskose Flissigkeit als der Puffer, erfor-
derte das Mischen mit einem Lyse-Puffer (Lithiumthi-
ocyanat) aus Kammer 18 die Verwendung sowohl der
ersten Kammer 20 als der zweiten Kammer 30 aus
Abb. 3.

Beispiel 5

[0070] Um das Mischen von Blut mit einer wasser-
haltigen Pufferldsung in einer Mikrofluidvorrichtung
zu simulieren, die die allgemeine Konfiguration und
die Konstruktionselemente aus Abb. 1 aufwies, wur-
den 25% Polyethylenglycol (PEG, Molmasse 20.000)
einer 0,5 N NaOH Ldsung zugegeben. Die Viskositat
entsprach ungefahr der von menschlichem Blut. 10 pl
der PEG/NaOH Lésung wurden dem Behalter 10 zu-
gegeben, und 100 pl eines Puffers mit pH 4 (50 mm
Phosphat) wurden dem Behalter 14 zugegeben. Ein
Phenol-Rot-pH-Indikator wurde benutzt, um den Mi-
schungsfortschritt anzuzeigen, wahrend die beiden
Lésungen in den Kammern 18 und 22 vereinigt wur-
den. Es wurde festgestellt, dass bei Sichtprifung die

12/17



DE 60 2004 013 339 T2 2009.07.02

Flissigkeiten bei Anwenden einer starkeren Zentrifu-
galkraft dazu tendierten, als getrennte Flussigkeiten
zu erscheinen, dass aber ein vollstandiges Mischen
erfolgte, wenn die Zentrifugalkraft reduziert wurde.

[0071] Aus einer Reihe ahnlicher Tests konnte her-
geleitet werden, dass es keinen wesentlichen Unter-
schied in der Mischungseffizienz zwischen dem Chip
mit einer oder vier Kapillaren gab, zwischen Chips mit
rechteckigen oder zylindrischen Aufnahmekammern,
zwischen Chips mit oder ohne Rampenstrukturen,
und dass ein vollstandiges Mischen viskoser Flussig-
keiten mdglich ist.

Beispiel 6

[0072] Die Effizienz der Blut-Lyse mit einem Puffer
wurde durch Zentrifugieren verdinnter Proben der
Blut-Puffer-Mischung und durch Untersuchen der
Blut-Puffer-Mischung mit einem Bayer-Reagenzstrei-
fen fir okkultes Blut geprift. Wenn die Lyse unvoll-
standig war, bildeten sich rote Blutpellets in der Zen-
trifuge oder dunkelgriine Punkte in dem Reagenz-
streifen fur okkultes Blut. Fir Vergleichszwecke wur-
den Loésungen aus 50 pl Blut und 500 pl verdiinnter
oder unverdunnter Lyse-Puffer (Lithiumthiocyanat)
fur 3 Minuten inkubiert und dann in einer Zentrifuge
bei 1.300 U/min fir 10 Minuten geschleudert. An-
schlielRend wurde die Losung 100-fach in Phosphat-
puffer-Salzlésung (pH 7,0) verdinnt und erneut bei
1.300 U/min fur 10 Minuten zentrifugiert. Das Mi-
schen des Bluts in dem Lyse-Puffer in einer Mikroflu-
idvorrichtung wurde durchgefihrt, wonach die Mi-
schung aus der Mischkammer entnommen und 100-
und 10.000-fach in Phosphatpuffer verdiinnt wurde,
um diese dann mit dem Zentrifugierverfahren und
dem Verfahren mit Reagenzstreifen zum Nachweis
von okkultem Blut zu testen. Es wurde festgestellt,
dass das Blut im Wesentlichen vollstandig in der Mi-
krofluidvorrichtung lysiert worden war.

[0073] Eine weitere Untersuchung zeigte, dass die
Blut-Lyse nahezu unmittelbar wahrend des Mischens
in der Mikrofluidvorrichtung erfolgte.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Mischen von Flissigkeiten in
Mikrofluidvorrichtungen, welches folgendes umfasst:
(a) Einspeisen mindestens einer ersten Flussigkeit
und einer zweiten FlUssigkeit in eine erste Kammer
(18), um eine vereinigte Flissigkeit zu bilden;

(b) Entleeren der vereinigten Flussigkeit aus (a) der
ersten Kammer (18) in eine zweite Kammer (22) Uber
mindestens einen Kapillarverbindungsweg (20) in
FlieBbeziehung mit der besagten ersten Kammer
(18), um das Mischen der vereinigten Flissigkeiten
zu vervollstandigen,

dadurch gekennzeichnet, dass

die besagte erste Kammer (18) und die besagte zwei-

te Kammer (22) gréRere Volumina als das der verei-
nigten Flissigkeit aus Schritt (a) aufweisen.

2. Verfahren zum Mischen von Flussigkeiten
nach Anspruch 1, wobei die besagte vereinigte Fliis-
sigkeit aus Schritt (a) in die besagte zweite Kammer
(22) Uber mehr als einen Kapillarverbindungsweg
(20) entleert wird.

3. Verfahren zum Mischen von Flissigkeiten
nach Anspruch 2, wobei die besagte vereinigte Fliis-
sigkeit aus Schritt (a) in die besagte zweite Kammer
(22) Uber mindestens zwei Kapillarverbindungswege
(20a, 20b) entleert wird.

4. Verfahren zum Mischen von Flissigkeiten
nach Anspruch 1 bis 3, wobei die besagte zweite
Kammer (22) in FlieRbeziehung mit mindestens einer
dritten Kammer (24) Uber mindestens einen Kapillar-
verbindungsweg (21) steht.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
wobei die besagte vereinigte Flussigkeit aus Schritt
(a) in die besagte zweite Kammer (22) in Form von
Tropfchen entleert wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
wobei die besagte erste Kammer (18) ein Volumen
aufweist, das mindestens ungefahr dem Doppelten
der vereinigten Flussigkeit aus Schritt (a) entspricht.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
wobei die besagte zweite Kammer (22) ein Volumen
aufweist, das mindestens ungefahr dem Doppelten
der vereinigten FlUssigkeit aus Schritt (a) entspricht.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
wobei die besagte erste Kammer (18) eine Tiefe auf-
weist, die mindestens ungefahr dem Doppelten ent-
spricht, das erforderlich ist, um das vereinigte Volu-
men aus Schritt (a) aufzunehmen.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8,
wobei die besagte zweite Kammer (22) eine Tiefe
aufweist, die mindestens ungefahr dem Doppelten
entspricht, das erforderlich ist, um das vereinigte Vo-
lumen aus Schritt (a) aufzunehmen.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9,
wobei ein Raum von mindestens 100 um Uber dem
Stand der Flussigkeit in der ersten Kammer (18) vor-
handen ist.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
10, wobei ein Raum von mindestens 100 um Uber
dem Stand der FlUssigkeit in der zweiten Kammer
(22) vorhanden ist.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
11, wobei der besagte mindestens eine Kapillarver-
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bindungsweg (20) einen Querschnitt von 1 bis 2.000
pm aufweist.

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei der be-
sagte mindestens eine Kapillarverbindungsweg (20)
einen Querschnitt von 200 bis 1.000 ym aufweist.

14. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis
13, wobei der besagte mindestens eine Kapillarver-
bindungsweg (20) eine Lange von 0,5 bis 100 mm
aufweist.

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei der be-
sagte mindestens eine Kapillarverbindungsweg (20)
eine Lange von 1 bis 50 mm aufweist.

16. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis
15, wobei drei oder mehr Kapillarverbindungswege
(20, 20a, 20b) in FlieRbeziehung zwischen der be-
sagten ersten (18) und der besagten zweiten (22)
Kammer stehen.

17. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis
16, wobei mindestens eine der besagten ersten (18)
und zweiten (22) Kammern Stufen oder Rampen um-
fasst, um das Mischen der besagten vereinigten Flis-
sigkeiten zu unterstitzen.

18. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis
17, wobei die Geschwindigkeit der besagten verei-
nigten Flissigkeiten aus Schritt (a) in dem besagten
mindestens einen Kapillarverbindungsweg (20) min-
destens 1 mm/s betragt.

19. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis
18, wobei die besagte erste und die besagte zweite
Flissigkeit aus Behaltern (10, 14) in die besagte ers-
te Kammer (18) durch Kapillarverbindungswege ein-
gespeist werden.

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
19, wobei die vereinigten Flissigkeiten vollstandig
gemischt werden und anschlieRend in nachgelagerte
Kammern zur weiteren Verarbeitung transportiert
werden.

21. Mikrofluidvorrichtung, welche folgendes um-
fasst:
(a) eine erste Kammer (18) zur Aufnahme und zum
Vereinigen von mindestens einer ersten Flissigkeit
und einer zweiten Flissigkeit;
(b) Behalter (10, 14), die die besagte mindestens ers-
te und zweite Flissigkeit enthalten und Gber Kapillar-
verbindungswege in Fliebeziehung mit der besag-
ten ersten Kammer (18) stehen;
(c) eine zweite Kammer (22) zum vollsténdigen Mi-
schen der besagten mindestens ersten und zweiten
Flussigkeit, wobei die besagte zweite Kammer (22)
Uber mindestens einen Kapillarverbindungsweg (20)
in FlieBbeziehung mit der besagten ersten Kammer

(18) steht,

dadurch gekennzeichnet, dass

die besagte erste Kammer (18) und die besagte zwei-
te Kammer (22) gréRere Volumina als das der verei-
nigten Volumina der besagten Behalter (10, 14) auf-
weisen.

22. Mikrofluidvorrichtung nach Anspruch 21, wo-
bei die besagte erste (18) und die besagte zweite
(22) Kammer in FlieRbeziehung tUber mehr als einen
Kapillarverbindungsweg (20) stehen.

23. Mikrofluidvorrichtung nach Anspruch 22, wo-
bei die besagte erste (18) und die besagte zweite
(22) Kammer in FlieBbeziehung Uber mindestens
zwei Kapillarverbindungswege (20a, 20b) stehen.

24. Mikrofluidvorrichtung nach einem der An-
spriche 21 bis 23, wobei die besagte zweite Kammer
(22) in FlieRbeziehung mit mindestens einer dritten
Kammer (24) Uber mindestens einen Kapillarverbin-
dungsweg (21) steht.

25. Mikrofluidvorrichtung nach einem der An-
spriche 21 bis 24, wobei die besagte erste Kammer
(18) ein Volumen aufweist, das mindestens ungefahr
dem Doppelten der vereinigten Volumina aus den be-
sagten Behaltern (10, 14) entspricht.

26. Mikrofluidvorrichtung nach einem der An-
spriche 21 bis 25, wobei die besagte zweite Kammer
(22) ein Volumen aufweist, das mindestens ungefahr
dem Doppelten der vereinigten Volumina aus den be-
sagten Behaltern (10, 14) entspricht.

27. Mikrofluidvorrichtung nach einem der An-
spriche 21 bis 26, wobei die besagte erste Kammer
(18) eine Tiefe aufweist, die mindestens ungefahr
dem Doppelten entspricht, das erforderlich ist, um
das vereinigte Volumen der besagten Behalter (10,
14) aufzunehmen.

28. Mikrofluidvorrichtung nach einem der An-
spruche 21 bis 27, wobei die besagte zweite Kammer
(22) eine Tiefe aufweist, die mindestens ungefahr
dem Doppelten entspricht, das erforderlich ist, um
das vereinigte Volumen der besagten Behalter (10,
14) aufzunehmen.

29. Mikrofluidvorrichtung nach einem der An-
spriche 21 bis 28, wobei ein Raum von mindestens
100 pm Uber dem Stand der Flussigkeit in der ersten
Kammer (18) vorhanden ist, wenn diese mit dem ver-
einigten Volumen der besagten Behalter (10, 14) ge-
fullt wird.

30. Mikrofluidvorrichtung nach einem der An-
spriche 21 bis 29, wobei ein Raum von mindestens
100 ym Uber dem Stand der Flussigkeit in der zwei-
ten Kammer (22) vorhanden ist, wenn diese mit dem
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vereinigten Volumen der besagten Behalter (10, 14)
gefullt wird.

31. Mikrofluidvorrichtung nach einem der An-
spriche 21 bis 30, wobei der besagte mindestens
eine Kapillarverbindungsweg (20) einen Querschnitt
von 1 bis 2.000 ym aufweist.

32. Mikrofluidvorrichtung nach Anspruch 31, wo-
bei der besagte mindestens eine Kapillarverbin-
dungsweg (20) einen Querschnitt von 200 bis 1.000
pm aufweist.

33. Mikrofluidvorrichtung nach einem der An-
spriche 21 bis 32, wobei der besagte mindestens
eine Kapillarverbindungsweg (20) eine Lange von 0,5
bis 100 mm aufweist.

34. Mikrofluidvorrichtung nach Anspruch 33, wo-
bei der besagte mindestens eine Kapillarverbin-
dungsweg (20) eine Lange von 1 bis 50 mm aufweist.

35. Mikrofluidvorrichtung nach einem der An-
spriche 21 bis 34, wobei drei oder mehr Kapillarver-
bindungswege (20, 20a, 20b) in FlieRbeziehung zwi-
schen der besagten ersten (18) und der besagten
zweiten (20) Kammer stehen.

36. Mikrofluidvorrichtung nach einem der An-
spriche 21 bis 35, wobei der besagte mindestens
eine Kapillarverbindungsweg (20) so bemessen ist,
dass eine Geschwindigkeit der vereinigten Flissig-
keiten von mindestens 1 mm/s erzeugt wird, wenn
dieser mit dem vereinigten Volumen der besagten
Behalter (10, 14) gefiillt wird.

37. Mikrofluidvorrichtung nach einem der An-
spriche 21 bis 36, wobei mindestens eine der besag-
ten ersten (18) und zweiten (20) Kammern Stufen
oder Rampen umfasst, um das Mischen oder Entlee-
ren der besagten ersten und der besagten zweiten
Flissigkeit zu unterstitzen.

38. Mikrofluidvorrichtung nach einem der An-
spriche 21 bis 37, wobei die besagte zweite Kammer
(22) Mittel enthalt, um eine vorzeitige Bewegung der
besagten ersten und der besagten zweiten Flissig-
keit zu verhindern, bevor das Mischen gemaf’ Schritt
(c) vollstandig abgeschlossen ist.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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