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Pipettensystem und Pipettenarray

Die Erfindung betrifft ein Pipettensystem und Pipettenarrays aus Pipettensy-
stemen mit einem Regelkreis bestehend aus einem Aktor einem Regelele-

ment und einem Sensorelement zur Steuerung des Pipettiervorganges.

Das erfindungsgemaBe Pipettensystem und Pipettenarray kann besonders
gunstig zum Pipettieren von Fllssigkeiten in HTS (High Throughput Scree-
ning), klinischer Chemie und chemischer Synthese zum Einsatz kommen.

Es existieren viele Applikationen, z. B. in der klinischen Chemie, wo verschie-
dene Volumina mit hoher Genauigkeit (typ. 3 % Coefficient of Variation)
parallel pipettiert werden mussen.

Gleichzeitig ist es erforderlich, die minimalen Probenvolumina moglichst ge-
ring zu halten, um den Verbrauch an Reagenzien zu minimieren bzw. eine
steigende Packungsdichte der Mikrotiterplatten zu ermdglichen. Hierzu sollten
Volumina im sub- Mikroliter Bereich durch ein Array aktiv geregelter, einzeln

ansteuerbarer Pipetten (bertragen werden kénnen.
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Stand der Technik

Gebrauchlich ist die Verwendung von Spritzenpumpen als Antrieb beim
Pipettieren geringer Flissigkeitsmengen. Da moderne Spritzenpumpen auf
Steppermotoren mit hoher Auflésung basieren, ist die préazise Manipulation
von Flissigkeitsmengen im Nanoliter - Bereich mdéglich. Géangige
Nadelpipettierer verfugen Uber einen einzelnen Kanal, bestehend aus einer
fest im Gehause installierten Spritzenpumpe, die liber einen
flussigkeitsgefullten Schlauch mit der raumlich verfahrbaren Pipettiernadel
verbunden ist. Da sich der Verbindungsschlauch beim Verfahren der Nadel
verformen kann und dessen Volumen somit nicht konstant bleibt, ist das
minimale Pipettiervolumen auf den Mikroliter Bereich begrenzt. Solche Gerate
werden z. B. beim Hit-Picking in HTS-Anwendungen verwendet, bei dem
Proben aus einzelnen Wells einer gréBeren Anzahl von Mikrotiterplatten auf
einer neuen Mikrotiterplatte zusammengefaf3t werden. Da jede Mikrotiterplatte
seriell abgearbeitet werden muss, sind Nadelpipettierer zur Steigerung des
Durchsatzes oftmals mit mehreren Pipettierkanélen ausgestattet. Soll jeder
Kanal getrennt angesteuert werden, sind dementsprechend viele Spritzen-
pumpen erforderlich. GroBe Systeme dieser Art verfligen z.B. (iber 96 Kanale,
von denen jeweils 8 parallel durch eine Spritzenpumpe betatigt werden. Der
Einbau von 96 Spritzenpumpen ist aus Platz- und Kostengriinden nicht mog-
lich.

Eine Alternative zu den Nadelpipettierern bilden Gerate, bei denen ein Array
von Pipetten nach dem Kolbenhubprinzip bedient wird. Bei Ausfiihrungen mit
einem einzelnen Kolben werden die Proben Uber ein Luftpolster manipuliert.
Aufgrund der GroBe des Luftpolsters zwischen Kolben und Proben ist das
minimale Volumen, das préazise pipettiert werden kann, auf den Mikroliter
Bereich begrenzt. Andere Ausflihrungen bestehen aus einem Array aus
einzelnen Spritzen. Da in jeder Spritze nur kleine Luftpolster entstehen, ist die
Ubertragung deutlich geringerer Mengen mdglich. Zum Beispiel wird bei
diesen Geraten ein minimales Pipettiervolumen von 100 Nanolitern
angegeben. Allen derartigen Geréaten ist gemeinsam, dass die Pipetten nicht

einzeln angesteuert werden kdnnen sondern stets parallel arbeiten.
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Dementsprechend ist deren Haupteinsatzgebiet der HTS-Bereich, wo
mdglichst viele Proben mitkonstantem Volumen maximal schnell von einer
Mikrotiterplatte auf eine andere (bertragen und vermessen werden missen.
Die Pipettiergenauigkeit bleibt dabei vergleichsweise gering, was den Einsatz

auf Tests eher qualitativer Natur beschrénkt.

Geldste Aufgabe

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde ein Pipettensystem zu schaffen,
welches die Nachteile aus dem Stand der Technik vermeidet, insbesondere
die exakte Steuerung jeder einzelnen Pipette innerhalb eines aus erfindungs-

gemaéBen Pipettensystemen bestehenden Pipettenarrays ermdglicht.

Beschreibung

Gemaln der vorliegenden Erfindung wird die Aufgabe durch die Merkmale des
Anspruches 1 geldst. Die vorliegende Erfindung stellt darliber hinaus in
Anspruch 13 ein Verfahren zum Betreiben des Pipettensystems und/oder
daraus bestehender Pipettenarrays zur Verfligung.

Die bevorzugten Ausfuhrungsformen sind Gegenstand der abhangigen An-
spriche.

Das erfindungsgemaéBe Pipettensystem umfal3t eine Pipettenkapillare, einen
Aktor, ein Regelelement und ein Sensorelement. Das Sensorelement bildet
zusammen mit dem Regelelement und dem Aktor einen Regelkreis zur Steue-
rung des Pipettiervorganges.

Die Pipettenkapillare ist mindestens teilweise mit einem Systemmedium ge-
falit. Der Aktor erméglicht die Verschiebung der raumlichen Position einer
Phasengrenze zwischen dem Systemmedium und einem zweiten Medium in-
nerhalb der Kapillare. Unter Phasengrenze ist dabei jeder hinreichend scharfe
Ubergang zwischen unterschiedlichen Medien zu verstehen. Also z.B. der

Ubergang zwischen einer Fliissigkeit und einem Gas.
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Die Phasengrenze ist bevorzugt die Grenze einer Blase des zweiten Mediums
innerhalb des Systemmediums. Das Sensorelement ist derart ausgebildet,
dass es die Position der Phasengrenze oder der Blase innerhalb der Kapillare
detektieren kann. Das Sensorelement bildet zusammen mit dem
Regelelement und dem Aktor einen Regelkreis, dergestalt, dass mittels des
Aktors die Verschiebung der Position des Systemmediums innerhalb der
Pipettenkapillare, abhéngig von der mit dem Sensorelement gemessenen
Position der Phasengrenze oder der Blase, (iber das Regelelement steuerbar
ist. Das Sensorelement ist also durch eine elektronische Schaltung mit dem
Aktor verbunden, welche die Ausgangssignale des Sensorelements erfasst
und verarbeitet und den Aktor in Abh&ngigkeit von diesen Signalen gezielt
ansteuern kann. Der Aktor kann entweder selbst das Systemmedium in
Bewegung setzen, also eine Strémung erzeugen oder z. B. in Form eines
Ventils derart ausgebildet sein, dass er eine durch einen auBeren Antrieb
erzeugbare Stromung des Systemmediums steuern und/oder beeinflussen
kann. Die Phasengrenze kann also innerhalb der Kapillare durch geeignetes
Ansteuern des Aktors bei gleichzeitiger Aktivierung des Antriebs innerhalb
eines Uberwachten Bereiches gezielt positioniert werden. Bevorzugt besteht
der Antrieb aus einem Reservoir mit Systemmedium, welches derart mit der
Pipettenkapillare verbunden ist, dass vom Reservoir Systemmedium in die
Pipettenkapillare einflieBen kann. Das Reservoir kann z.B. Uber einen
Schlauch mit einem Ende der Pipettenkapillare verbunden sein. Innerhalb des
Reservoirs kann das Systemmedium mit Druck derart beaufschlagt werden,
dass ein Antrieb flr einen Strom des Systemmediums in der Pipettenkapillare
besteht.

In bestimmten Fallen kdnnen Aktor und Antrieb zusammenfallen. Ist das Gerét
z. B. nur mit einer einzelnen Pipette ausgestattet, kann auch unmittelbar eine
Spritzenpumpe mittels des Ausgangssignals des Sensorelements gesteuert
werden.

Die Aufnahme und Abgabe von gasférmigen oder fllissigen Proben lber eine
Pipettierspitze ist mit der Position der (iberwachten Phasengrenze innerhalb
der Kapillare korreliert. Das aufgenommene oder abgegebene Probenvolumen

ist dabei zu der Lage&nderung der Position der Phasengrenze proportional.
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Als Systemmedium kommt prinzipiell jede Fllssigkeit oder jedes Gas in Fra-
ge, bevorzugt wird eine elektrisch leitfahige Flissigkeit eingesetzt. Ist das Sy-
stemmedium eine Flussigkeit, so kann das zweite Medium entweder ein Gas
oder eine nicht mit dem Systemmedium mischbare weitere Fllissigkeit sein.
Sind beide Medien Flussigkeiten, so muss bei Einsatz eines Leitfahigkeitssen-
sors ein signifikanter Leitfahigkeitsunterschied zwischen den Flissigkeiten be-
stehen. Im Folgenden wird ohne Einschrankung der Allgemeinheit meist von
Flissigkeiten gesprochen. Diese Fllssigkeiten werden auch als Systemfiiis-
sigkeit bezeichnet.

Als Systemflussigkeit kann eine beliebige, wassrige oder nichtwéassrige Lo-

sung dienen, die mit den in der Pipette verwendeten Materialien vertraglich ist.

Als Sensorelement wird ein Sensor gemaf der deutschen Patentanmeldung
DE 199 44331 eingesetzt. Es handelt sich hierbei um einen Mikrosensor zur
Positionsmessung von Flussigkeiten in Kapillaren, dieser beruht auf dem
Prinzip von Leitfahigkeitsmessungen. Dabei ist jedoch nur eine Anderung der
Leitfahigkeit fir das Messprinzip wesentlich. Die Absoluth6he der Leitfahigkeit
der ArbeitsflUssigkeit spielt eine untergeordnete Rolle. In Falle des Einsatzes
eines derartigen Sensors muss die Systemfllissigkeit elektrisch leitfahig sein,
falls nicht das zweite Medium elektrisch leitfahig ist.

In der Kapillare befindet sich eine Gasblase, die auf beiden Seiten von der Ar-
beitslésung umschlossen ist und innerhalb der Kapillare Uiber einem Sensor-
chip hin- und her bewegt werden kann. Anstelle der Gasblase kann auch eine
nichtleitende Flissigkeit verwendet werden, die mit der Arbeitsldsung nicht
mischbar ist. Im Folgenden wird, ohne Einschrankung der Allgemeinheit, nur
von einer Blase gesprochen. Wesentlich ist, dass zwischen Arbeitsfllissigkeit
und Blaseninhalt ein signifikanter Leitfahigkeitsunterschied besteht. Vorstell-
bar ist daher auch, dass die Arbeitsfllissigkeit nicht leitend ist und die Blase
aus einer leitfahigen Flussigkeit besteht. Es befindet sich also mindestens ei-
ne Grenze zwischen zwei unterschiedlichen Leitfahigkeiten der Kapillarenfl-
lung im Bereich (iber dem Sensorelement.

Der Sensorchip besteht aus einem Substrat bevorzugt aus Silizium, Glas oder
Kunststoff.
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Darauf sind mikrostrukturierte, teilpassivierte Metallelekroden, bevorzugt aus
Platin, Iridium oder Gold aufgebracht. Iridium zeichnet sich durch einen
besonders geringen Polarisationswiderstand in wassriger L6sung aus. Die
Elektroden bestehen aus jeweils einer bevorzugt konstanten Anzahl von sich
in einem bevorzugt konstanten Abstand befindenden Teilelektroden, welche
untereinander mit elektrischen Verbindungen vernetzt sind. DieTeilelektroden
von bevorzugt zwei Elektroden stehen sich paarweise bevorzugt mit einem
konstanten Abstand als Teilelektrodenpaare gegenlber. Die sich wiederho-
lende Grundgeometrie (Maander) besteht also aus bevorzugt zwei Elektro-
denpaaren, welche wiederum aus Teilelektrodenpaaren bestehen. Diese
Grundgeometrie wiederholt sich periodisch Uber die gesamte Sensorchiplan-
ge, Der Abstand zwischen den Teilelektrodenpaaren in Langsrichtung, d.h. in
Richtung der zu messenden Blasenbewegung, ist, in bevorzugter Weise, stets
derselbe. Dies gilt auch bei benachbarten Teilelektrodenpaaren, weiche zu
benachbarten M&andern gehdren. Dabei sind bevorzugt die elektrischen Ver-
bindungen zwischen den Teilelektroden der Elektroden mit einer passivieren-
den Schicht berzogen, wogegen die Teilelektroden selbst die sensoraktiven
Bereiche des Sensorchips darstellen und sich daher direkt an der Oberflache,
welche mit der Arbeitsfllssigkeit in Berlihrung kommt, befinden. Die elektri-
schen Verbindungen kénnen derart positioniert sein, dass diese von der Wan-
dung der Kapillare vollstandig gegeniiber dem Innenraum der Kapillare abge-
dichtet sind. Wenn die Kapillare aus einem isolierenden Material besteht kann
dann auf eine Passivierungsschicht verzichtet werden. Die Passivierung ist
nur notwendig wenn die elektrischen Verbindungen mit der Systemflissigkeit
in Kontakt kommen kénnen oder die Kapillare aus elektrisch leitfahigem Mate-
rial besteht. Der Sensor wird so seitlich an der Kapillare, welche z.B. aus Glas
oder Kunststoff besteht, angebracht, dass sich die aktiven Bereiche der Elek-
troden, also die Teilelektroden, im Innenraum der Kapillare befinden. Die An-
schliisse (Bondpads) der Elektroden der einzelnen Méander liegen dagegen
auBerhalb der Kapillare. Hierzu wird die Kapillarenwand partiell durch den
Sensorchip ersetzt.

Befindet sich eine leitfahige Flissigkeit in der Kapillare und wird eine

Spannung angelegt, so flieBt ein Strom zwischen den gegentiberliegenden
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WO 02/35187 PCT/DE01/04023

10

15

20

25

30

7

Teilelektroden eines Maanders. Die Impedanz des Maanders wird unter
anderem von der benetzten Elektrodenflache, d.h. der Anzahl der benetzten
Teilelektrodenpaare, bestimmt. Mit zunehmender benetzter Flache nimmt sie
ab. Dieser Effekt kann zur Detektion der Position einer Luftblase oder
allgemein einer Leitfahigkeitsgrenze, die den Méaander ganz oder teilweise
berdeckt, bzw. im Falle einer einzelnen Leitfahigkeitsgrenze, die sich tiber
dem Maander befindet, ausgenutzt werden. Im Folgenden wird zur
Beschreibung der Funktionsweise des Sensors ohne Einschrankung der
Aligemeinheit von einer Blase gesprochen. Die Aussagen gelten jedoch auch
fir das Vorhandensein einer einzigen Leitfahigkeitsgrenze. Es wird dann nicht
eine Blasenposition bestimmt sondern die Lage der Leitfahigkeitsgrenze
zwischen zwei Teilelektrodenpaaren eines Maanders oder die Lage der
Leitfahigkeitsgrenze zwischen zwei Maandern. Eine Blase stellt einen
Spezialfall dar, bei dem zwei Leitfahigkeitsgrenzen innerhalb der

Kapillarenfillung liegen.

Die Position der Blase l&sst sich im Ruhezustand aus dem Vergleich der
Widerstandswerte aller Maander ermitteln. Unabhéngig von der konkreten
Arbeitsflissigkeit zeigen alle von der Flissigkeit benetzten Maander einen
minimalen Widerstandswert. Ist die Blase ausreichend groB3, so dass
mindestens ein Mé&ander vollstandig von ihr tiberdeckt wird, ergibt sich fiir
diesen Maander ein maximaler Widerstandswert. Die angrenzenden, nur
teilweise bedeckten Maander weisen Zwischenwerte des Widerstandes auf.
Zur Bestimmung der genauen Position der Fliissigkeitsoberflache im
Zwischenbereich eines Maanders ist die Kenntnis der Form des
Widerstandsverlaufes (Referenzwiderstandskurve) beim Uberstreichen eines
Maanders und des Maximal- und Minimalwertes des Widerstandes des
betreffenden M&anders notwendig. Durch Interpolation auf die Kurve
bekannter Form und mit bekanntem Minimal- bzw. Maximalwert kann dann
jeder Zwischenwiderstandswert einem bestimmtenTeilelektrodenpaar des
entsprechenden Méanders zugeordnet, und somit die Blasenposition oder

Leitfahigkeitsgrenzenposition genau bestimmt, werden.
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Sind die Benetzungseigenschaften der Arbeitsflissigkeit gegenliber dem Sen-
sorelement so, dass sich kein dauerhafter Flissigkeitsfilm auf dem Senso-
relement bildet und ist die Wanderungsgeschwindigkeit der Blase nicht zu
hoch, dann treten wahrend der Bewegung der Blase Uber die Teilelektroden-
paare eines Maanders hinweg charakteristische abrupte Widerstandsande-
rungen (Springe) auf. Im Falle einer wéassrigen Losung bedeutet dies eine
hydrophobe Oberflache des Sensorelements, wobei die Lésung jedoch nicht
so stark abgestof3en werden darf, dass sich keine Benetzung, in den Berei-
chen des Sensorelements, welche von der Arbeitsfllssigkeit Giberdeckt sind,
ausbilden kann. Idealer Weise wird das Sensorelement immer exakt dort von
der Arbeitsflussigkeit benetzt wo es vom Arbeitsfllissigkeitsstand liberdeckt
ist. Werden alle Maander parallel (iberwacht, kann aus der Gesamtzahl der
Spriinge wahrend der Blasenwanderung die von der Blase zuriickgelegte

Wegstrecke und damit das bewegte Flissigkeitsvolumen bestimmt werden.

In einem, aus Pipetten mit erfindungsgemanen Pipettensystemen gebildetem
Pipettenarray sind alle Pipetten getrennt regelbar. Es kénnen entsprechend
der Aktivierung des Antriebs (Unter- oder Uberdruck) unabhéngig voneinander
unterschiedliche Probenvolumina sowohl aufgenommen als auch abgegeben
werden. Es kann aber auch vorteilhaft sein die Pipetten nur in einer Richtung,
d.h. entweder beim Aufnehmen oder beim Abgeben von Proben, getrennt zu

regeln und in der jeweils anderen Richtung parallel arbeiten zu lassen.

Da der Fillstand in der Pipette durch den Sensor Uberwacht wird, muss der
Aktor selbst nicht prazise wie z. B. eine Spritzenpumpe arbeiten, sondern
kann in Abhangigkeit vom Sensorsignal gesteuert werden. Gleichzeitig lassen
sich unterschiedliche Aktoren und Antriebe miteinander kombinieren.

Da der Aktor und das Sensorelement direkt in der Pipettenkapillare eingebaut
sein kbnnen und das Regelelernent nur einen geringen Platzbedarf hat er-
moglicht das erfindungsgemane Pipettensystem den Aufbau von Pipetten-
arrays deren einzelne Pipetten unabhéangig voneinander steuerbar sind und

jeweils unterschiedlich groe Probenvolumina pipettieren kénnen.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Die vorliegende Erfindung wird ohne Beschrankung des allgemeinen Erfin-
dungsgedankens im Folgenden anhand von Ausfuhrungsbeispielen unter Be-

zugnahme auf die Zeichnungen beschrieben.

Fig. 1 zeigt ein erfindungsgeméaBes Pipettensystem.

Fig. 2 zeigt den Aufbau eines Pipettensystems nach dem Stand der Technik
Fig. 3 zeigt den Aufbau von Pipettenarrays, weiche nach dem Kolbenhubprin-
zip, mit parallel arbeitenden Pipetten arbeiten nach dem Stand der Technik.
Fig. 4. zeigt einen elekironischen Sensor nach der Patentanmeldung

DE 199 44 331

Fig. 5 zeigt ein erfindungsgemales Pipettenarray mit Ventilen als Aktoren
Fig. 6 zeigt ein erfindungsgemafes Pipettenarray mit Elektrolysezellen als
Aktoren und einem Kolbenarray als externem Antrieb.

Fig. 7 zeigt den Ablauf des Beflllens eines erfindungsgemaien Pipetten-

arrays mit dem Systemmedium und darauf folgendem Pipettiervorgang.

Fig. 1 zeigt den schematischen Aufbau einer regelbaren Pipette mit dem
erfindungsgemanen Pipettensystem. Die Pipette verflgt Uber einen
Flllstandsensor (18), innerhalb einer Kapillare (1). Der Flllstandssensor
besteht aus einem seitlich in Langsrichtung angebrachten Chip, der die
Position einer Phasengrenze (13) innerhalb der Kapillare, bevorzugt zwischen
Luft und einer FlUssigkeit kontinuierlich tGberwachen kann. Im Falle der
Auspragung des Fullstandssensor als Sensorelement nach der
Patentanmeldung DE 199 44 331 enthélt der Chip mikrostrukturierte
Metallelektroden, deren aktive Bereiche sich innerhalb der Kapillare befinden.
Sie sind Uber die gesamte Lange des Chips verteilt, wobei sich eine
bestimmte Anordnung, im folgenden auch Maander genannt, standig
wiederholt. Am oberen Ende der Kapillare des Fllstandssensors befindet sich
ein Aktor (9) der einen Strom der durch die Kapillare fliet aktiv beeinflussen
kann. Bei dem Strom kann es sich um Flissigkeitsstrom oder Gasstrom han-
deln. Im Folgenden wird ohne Einschréankung der Allgemeinheit von einem
Flussigkeitsstrom gesprochen. Der Aktor kann z. B. ein elektromagnetisches

Ventil sein. Ein Regelelement (12) aus einer elektronischen Schaltung, z. B.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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einem ASIC, verbindet Flllstandssensor und Aktor in einem Regelkreis (10).
Alle zum Pipettensystem gehorenden Bestandteile werden in der Figur durch
den gestrichelten Rahmen zusammengefasst.

Der obere Ausgang der Pipette ist mit einem Antrieb (29) verbunden, der
durch pneumatische oder hydraulische Krafteinwirkung einen Fluidstrom
erzeugen, d. h. eine Flissigkeit in der Pipette bewegen kann. Die
Systemfllssigkeit (3) in der Pipette umschlie3t eine Blase aus einem zweiten
Medium (19), z.B. ein Luftsegment, im folgenden die Messblase, dessen eine
Phasengrenze, im folgenden auch Meniskus, sich in der Kapillare innerhalb
der aktiven Elektrodenbereiche des Fullstandssensors befindet. Am unteren
Ausgang der Pipette ist eine bevorzugt auswechselbare Pipettenspitze (14)
angeschlossen. In der Spitze kann sich eine Probe (16) befinden. Die Probe
kann in die Pipettierspitze aus einem Probengefal3 (15) angesaugt oder
Abgegeben werden, wenn durch den Antrieb ein Unter- oder Uberdruck tiber
den Aktor auf die Systemflissigkeit ausgelibt wird. Die Probenlésung ist von
der

Systemfllissigkeit durch ein weiteres Luftsegment, im folgenden die Trennbla-
se (17),separiert.

Verschiebt sich die Messblase und somit die Uberwachte Phasengrenze in-
nerhalb der Kapillare, wird die Position der Phasengrenze oder der Messblase
im Fall der Verwendung des Sensors aus der Patentanmeldung DE 199 44
331 geman der im folgenden beschriebenen statischen Methode der Full-

standsdetektion vom Flllstandssensor detektiert.

Jeder vollstandig von der Systemfllssigkeit bedeckie M&ander eines Sensors
zeigt einen Maximalwert des Ausgangssignals. Wird ein beliebiger M&ander
hingegen vollstéandig von der Luftblase Giberdeckt, ist dessen Ausgangssignal
gleich Null. Wird ein beliebiger Maander nur teilweise von der Luftblase tiber-
deckt, d. h. befindet sich die Phasengrenze zwischen Systemfllssigkeit und
Luft innerhalb dieses Maanders, erscheinen Zwischenwerte. Sind die Maxi-
malwerte fiir alle Maander bekannt, kdnnen die Zwischenwerte fiir jeden Ma-
ander durch Interpolation auf eine Linie zwischen Null und dem Maximalwert

einem der Elektrodenpaare des entsprechenden Maanders zugeordnet und
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somit die Lage des Phasenuberganges Uber die gesamte Lange des Sensors
eindeutig ermittelt werden. Andersherum, fUr jeden Maandereines Sensors
kénnen bei bekanntem Maximalwert konkrete Ausgangssignalwerte errechnet
werden, die einer bestimmten Position der Uberwachten Phasengrenze ent-
sprechen wurden.

Voraussetzung ist, dass die Maximalwerte aller Maander des Sensors sich
wahrend des Dosiervorganges nicht andern.

Bleibt der Querschnitt der Kapillare Uber deren Lange konstant, ist die Ver-
schiebung der Uberwachten Phasengrenze proportional zum Systemflissig-
keitsvolumen, das nach oben oder nach unten aus der Kapillare verdrangt
wird. Wandert die Gberwachte Phasengrenze z. B. nach unten, drlckt die ver-
drangte Systemfliissigkeit ihrerseits einen Teil der Probe aus der Pipettenspit-
ze heraus. Ist die Trennblase klein genug, so dass die Komprimierbarkeit von
Luft vernachlassigt werden kann, entspricht das abgegebene Probenvolumen
mit hoher Genauigkeit dem Volumen der verdréangten Systemflissigkeit. Ver-
schiebt sich die Uberwachte Phasengrenze nach oben und taucht die Pipet-
tenspitze dabei in ein Probengefal3 ein, wird ein der Verschiebung &quivalen-
tes Probenvolumen aufgenommen.

Da der Aktor Uber eine elekironische Regelung (ASIC) mit dem Sensor ver-
bunden ist, kann der Phasenlbergang durch eine geeignete Ansteuerung des
Aktors bei gleichzeitiger Aktivierung des Antriebs (Uberdruck oder Unterdruck)
innerhalb des vom Fllstandssensor Gberwachten Bereiches der Kapillare ge-
zielt positioniert werden. Auf diese Weise kénnen folglich genau definierte

Probenvolumina aufgenommen oder abgegeben werden.

Fig. 2 zeigt einen Nadelpipettierer mit einem einzelnen Kanal, bestehend aus
einer fest im Gehause installierten Spritzenpumpe (21), die Gber einen
flissigkeitsgeflllten Schlauch (20) mit der rdumlich verfahrbaren
Pipettiernadel verbunden ist nach dem Stand der Technik. Die Pipette wird
durch eine Spritzenpumpe mittels einer Systemflissigkeit (3) betatigt und
kann Uber der Mikrotiterplatte (22) verfahren werden. Die Luftblase (17) in der
Pipettenspitze (14) dient zur Trennung der Systemflissigkeit von der Probe
(16).
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Fig. 3 zeigt schematisch mdgliche Varianten von Geréten, bei denen ein Array
von parallel arbeitenden Pipetten nach dem Kolbenhubprinzip bedient wird,
nach dem Stand der Technik. Bei der Ausflihrung in Fig. 3a werden die
Proben (16) mit einem einzelnen Kolben (23) tber ein Luftpolster (25) mani-
puliert. Aufgrund der GroBe des Luftpolsters zwischen Kolben und Proben ist
das minimale Volumen, das prazise pipettiert werden kann, auf ca. 1 Mikroliter
begrenzt. Die Ausfihrung in Fig. 3b entspricht einem Array aus einzelnen
Spritzen, welche mittels eines Kolbenarrays (24) betatigt werden. Da in jeder
Spritze nur kleine oder gar keine Luftpolster (25) entstehen, ist die Ubertra-
gung deutlich geringerer Probenmengen (16) moglich.

In Fig. 4 ist ein Ausschnitt eines Sensors gemaB der Patentanmeldung

DE 199 44 331 mit einer bevorzugten Elektrodengeometrie in der Draufsicht
dargestellt. Die aktiven, freiliegenden Bereiche (5) der Elektroden befinden
sich innerhalb einer Kapillare (1) und sind Uber die gesamte Lange des
Sensorchips (2) verteilt. Die Elektrodenstruktur besteht dabei aus einer sich
standig wiederholenden Anordnung. Jede Elekirode besteht aus mehreren
sensoraktiven Teilelektroden (5), wobei immer zwei Elekiroden ein
Elektrodenpaar (Mdander) (8) bilden. Die Teilelektroden der Elektrodenpaare
stehen sich als Teilelektrodenpaare (11) gegeniiber. Jede Elekirode hat dabei
eine eigene elekirische Anschlussméglichkeit (Bondpad) (4).
Aufeinanderfolgende Maander sind so angeordnet, dass der Abstand zwi-
schen den Teilelektrodenpaaren (11) Uber die gesamte Chiplange stets kon-
stant ist. Jeder Maander besteht aus zwei Metallelektroden mit 8 einander ge-
genlberliegenden Teilelektrodenpaaren.

Die einzelnen Teilelektroden auf jeder Seite eines Maanders sind in Reihe ge-
schaltet. Die elektrische Verbindung zwischen den einzelnen Teilelektroden
auf einer Seite eines Maanders hat dabei einen ohmschen Widerstand wel-
cher nicht zu gering sein sollte. Bei der dargestellten Ausfiihrungsform wird
der Widerstand durch die Verlangerung der elektrischen Verbindung (7) in
Schlangenlinienform erhdht. Der Abstand zwischen benachbarten Teilelektro-
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denpaaren (11) in Langsrichtung von einigen 10 Mikrometer. Je geringer der
Abstand der Teilelektrodenpaare in Langsrichtung, desto hoher ist die Auflo-
sung des Sensors, d.h.desto kleinere Flussigkeitsmengen kénnen dosiert
werden. Die freiliegenden, aktiven Elektrodenbereiche kénnen mit einer Flis-
sigkeit innerhalb der Kapillare in Kontakt kommen.

Die Ableitungen zu den auBerhalb der Kapillare liegenden Bondpads sind von
einer Passivierungsschicht (6) bedeckt, wenn sie nicht von der Kapillarenwan-
dung Gberdeckt werden.

Der in Fig. 5 dargestellte Aufbau zeigt ein Dosiergeréat mit einem Array aus N
einzeln ansteuerbaren und regelbaren Pipetten (30), die mit elektromagneti-
schen Ventilen als Aktoren (9) versehen sind. Miniaturventile, die dem Ra-
stermaf einer 96'er Mikrotiterplatte genligen, sind kommerziell erhalilich. Das
Ventil wird (ber eine auf der Pipette integrierte Schaltung (ASIC) als Regele-
lement (12), die die Sensorsignale verarbeitet, geméaf vorgegebenen Soll-
werten gesteuert. Den Antrieb (29) bildet ein gemeinsames Reservoir (26) am
oberen Ausgang der Pipetten, in dem z. B. pneumatisch oder hydraulisch de-
finierter Unter- oder Uberdruck (+p) erzeugt werden kann. In dieser Ausfih-
rungsform wird nur ein gemeinsamer Antrieb flr alle Pipettensysteme ver-

wendet.

In Fig. 6 ist eine andere Geratevariante mit N einzeln ansteuerbaren und re-
gelbaren Pipetten (30) dargestellt. In diesem Fall enthélt jede Pipette eine
Elektrolysezelle (27) als Aktor. Ist die Systemfllssigkeit (3) eine wéassrige L6-
sung, kommt es beim Anlegen einer elektrischen Spannung zur Gasent-
wicklung in der Elektrolysezelle und folglich zum Druckaufbau in der Pipette.
Ist das Volumen oberhalb jeder Pipette unverénderlich, so dass die
Systemfllissigkeit nicht nach oben ausweichen kann, wird in Korrelation zum
entstandenen Gasvolumen Probenfliissigkeit aus der Pipettenspitze
verdrangt. Dieser Vorgang kann analog zum Ventil (iber den in die Pipette
integrierten ASIC gemén vorgegebenen Sollwerten gesteuert werden. Als
Antrieb kann hier z. B. ein Kolbenarray (24) oder auch eine Spritzenpumpe

dienen. Die Gasblasen kénnten auch durch Heizen der Systemflussigkeit
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oberhalb des Sensorelements erzeugt werden. Eine weiter Variante des
Aktors koénnte durch das Verengen oder Erweitern des Durchmessers der
Kapillare oberhalb des Sensorelements verwirklicht werden. Hierzu kann z.B.
von auf3en mit einem herkdmmlichen Piezoelement oder einem
Bimetallstreifen auf ein oberhalb des Sensorelements an die Pipettenkapillare
anschlieBendes verformbares Schlauchstlick, gesteuert vom Ausgangssignal

des Sensorelements, gedriickt werden.

Fig. 7 zeigt unter Verwendung des in Fig. 5 dargestellten Gerates den Ablauf
des parallelen Ubertragens von Proben (16) mit unterschiedlichen Volumina
von einer Mikrotiterplatte (22) auf eine andere. Strémungsrichtungen sind in
den Figuren jeweils durch Pfeile angedeutet.

Zuerst werden alle Pipetten mit Systemfliissigkeit (3) durchgespult. Dazu
muss im Reservoir (26) ein bestimmter Uberdruck "+p" eingestellt, alle Ank-
torventile (9) eins bis N gleichzeitig gedffnet und nach einer vorgegebenen
Zeit wieder geschlossen werden. Gemaf Fig. 7a sind dann alle Pipetten voll-
standig mit Systemfliissigkeit geflllt. Bevorzugt bei Einsatz eines Sensors
nach der Patentanmeldung DE 199 44 331 kann nun fiir jeden Sensor die
maximalen Ausgangssignale aller Maander bestimmt und als Referenzwerte

abgespeichert werden.

Im zweiten, in Fig. 7b dargesteliten Schritt wird in jeder Pipette eine Messbla-
se erzeugt. Dazu wird das Reservoir auf Unterdruck "-p" umgeschaltet und
alle Ventile zeitgleich gedffnet, wobei die Pipettenspitzen tiber das Niveau der
Systemflissigkeit in einer Spllwanne (28) angehoben sind. Dadurch wird in
jede Pipette Luft (25) angesaugt. Der Vorgang wird durch Schlieen der Ven-
tile gestoppt, wenn der obere Meniskus der Luftblase in jeder Pipette eine
vorgegebene Position innerhalb des Sensorbereiches erreicht hat. Es ist be-
vorzugt, fur alle Pipetten dieselbe Position auszuwéhlen, um gleichgrofe
Messblasen zu erhaiten. Die vorgegebene Position innerhalb des Sensorbe-
reiches befindet sich bei Einsatz eines Sensors nach der Patentanmeldung
DE 199 44 331 bevorzugt am untersten Maander.
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AnschlieBend wird, wie in Fig. 7c dargestellt das Pipettenarray in eine Wanne
mit Systemflissigkeit (Spllwanne (28)) abgesenkt, bis die Pipettenspitzen in
die Systemflissigkeit (3) eintauchen. Werden die Ventile jetzt zeitgleich
gedffnet und herrscht im Reservoir Unterdruck (-p), wird Systemfllssigkeit
angesaugt. Der Vorgang wird flr jede Pipette individuell durch SchlieBBen des
Ventils gestoppt, wenn der untere Meniskus der Luftblase die gew(inschte,
bevorzugt fir alle Pipetten gleiche Position erreicht hat. Diese Position liegt
bei Einsatz des Sensorelements der Patentanmeldung DE 199 44 331
bevorzugt auf einem der untersten Maander, um ein méglichst groBes
Probenvolumen aufnehmen zu kénnen.

Im vierten Schritt werden in den Pipettenspitzen die Trennblasen erzeugt, die
ein Vermischen der Proben mit der Systemfllissigkeit vermeiden sollen. Dazu
wird das Pipettenarray soweit angehoben, dass der Kontakt aller Spitzen zur
Flussigkeit unterbrochen wird. Wie in den vorangegangenen Schritten wird
das Ansaugen der Luft (25) durch zeitgleiches Offnen der Ventile gestartet
und unabhangig flr jede Pipette an der unteren Phasengrenze der Messblase
Uberwacht. Dem Sollwert entsprechend wird durch individuelles SchlieBen des
Ventils jeder Pipette auf einer bestimmten Position eines bestimmten Maan-
ders weiter oben gestoppt. Dieser Vorgang wird in Fig. 7d dargestelit. Diese
Position muss nicht immer dieselbe sein. In Abhéngigkeit von den Probenvo-
lumina bzw. den Eigenschaften der Probenldsungen (16) kénnen die Trenn-

blasen von Pipette zu Pipette unterschiedlich grof3 gestaltet werden.

Die Pipettensysteme sind nun zur Pipettierung von Probenfllssigkeiten bereit.
Dazu wird das Pipettenarray (iber einer Quell- Mikrotiterplatte (221) positio-
niert und soweit in die Wells in denen sich die Proben (16) befinden abge-
senkt, bis die Pipettenspitzen in die darin enthaltenen Flissigkeiten eintau-
chen. Fir jede Pipette wird unabhéngig von den anderen das Ventil getffnet
und solange Probenfliissigkeit angesaugt, bis die iberwachte untere Phasen-
grenze der Messblase die vorgegebene Position erreicht hat. Dann wird das

Ventil wieder geschlossen. Auf diese Weise kann, wie in Fig. 7e dargestelit
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jede Pipette ein anderes Volumen AV bis AV y aufnehmen. Der Startzeitpunkt
kann dabei flr jede Pipette individuell gewahlt werden. Die Pipetten kénnen z.
B. alle gleichzeitig beginnen und dementsprechend zeitlich versetzt stoppen.
Sie kdnnen auch zeitlich versetzt gestartet werden, so dass die Aufnahme der
Proben (16) gleichzeitig beendet wird. Haben alle Pipetten den Vorgang ab-
geschlossen, wird das Pipettenarray wieder angehoben.

Zum Abgeben der pipettierten Proben, geman Fig. 7f wird das Reservoir auf
Uberdruck "+p" umgeschaltet und das Pipettenarray Gber der Zielplatte (222)
positioniert. Nach dem Absenken der Pipetten, dargestellt in Fig. 7g werden
die Ventile gedffnet und die Proben je nach Bedarf teilweise oder nahezu voll-
stéandig abgegeben. Sobald die Gberwachte Phasengrenze einer Pipette die
vorgegebene Position (Sollwert) erreicht hat, wird das entsprechende Ventil
geschlossen. Ist dieser Vorgang flr alle Pipetten beendet, wird das Pipetten-
array, wie in Fig 6h dargestellt angehoben. AnschlieBend kénnen weitere Mi-
krotiterplatten beflillt (siehe Fig. 7g) oder ein neuer Dosiervorgang begonnen
werden (siehe Fig. 7a).

Bei dem in Fig. 6 dargesteliten Gerat laufen die in Fig. 7b bis 7d dargestellten
Schritte flr alle Pipetten parallel ab, Mess- und Trennblasen sind fur alle Pi-
petten gleich groB3. Die aufgenommenen Probenvolumina, siehe Fig. 7e, sind
ebenfalls alle gleich. Beim Abgeben gemaf Fig. 7g lassen sich die Pipetten
hingegen getrennt steuern.

Hierzu 6 Seiten Zeichnungen
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Bezugszeichenliste

1 Kapillare, Pipettenkapillare

2 Sensorchip

3 Systemmedium

4 Anschlussmdglichkeiten (Bondpad)

5 sensoraktive Teilelektroden

6 Passivierungsschicht

7 Verbindung zwischen den Teilelektroden
8 Elektrodenpaar

9 Aktor

10 Regelkreis

11 Teilelektrodenpaar

12 Regelelement

13 Phasengrenze

14 Pipettenspitze

15 Probengefal3

16 Probe

17 Trennblase

18 Sensorelement

19 Blase des zweiten Mediums
20 Schlauch

21 Spritzenpumpe

PCT/DE01/04023

23 Kolben

24 Kolbenarray

25 Luft

26 Reservoir des System-
mediums

27 Elektrolysezelle

28 Splilwanne

29 Antrieb

30 regelbare Pipette

22 Mikrotiterplatte, 221 Quellplatte, 222 Zielplatte
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Patentanspriche

1. Pipettensystem, mit
- einer Pipettenkapillare (1),
- einem Aktor (9) zur Einstellung der Position einer Phasengrenze (13)
zwischen einem Systemmedium (3) und einem zweiten Medium (19) in der
Pipettenkapillare,
- einem Sensorelement (18) zur Positionsmessung der Phasengrenze, und
- einem Regelelement (12), von dem der Aktor (9) in Abhangigkeit von
einem Ausgangssignal des Sensorelements (18) ansteuerbar ist,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Sensorelement (18) ein elekirischer Sensor ist, der aus einem
Substrat (2) und mehreren einzeln an elektrischen Anschlussmoglichkeiten
(4) kontaktierbaren, auf das Substrat (2) aufgebrachten Elektroden besteht,
wobei die Elektroden aus mit elektrischen Verbindungen (7) vernetzten
sensoraktiven Teilelektroden (5) bestehen und sich die Teilelektroden (5)
von jeweils zwei Elektroden immer als Teilelektrodenpaare (11)
beabstandet gegenliberliegen und die so gebildeten Elektrodenpaare (8)

sich periodisch Uber die Sensorlange wiederholen.

2. Pipettensystem nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,
dass es sich bei der Phasengrenze um eine Phasengrenze zwischen einer
Flussigkeit als Systemmedium (3) und einem Gas als zweitem Medium (19),
oder zwischen einer elektrisch leitfahigen Fllssigkeit und einer nicht
elektrisch leitfahigen Fliissigkeit, wobei die beiden Flissigkeiten nicht

mischbar sind, handelt.

3. Pipettensystem nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Phasengrenze dadurch gebildet wird, dass eine Blase des zweiten
Mediums (19) zwischen dem Systemmedium (3) innerhalb der

Pipettenkapillare eingeschlossen ist.
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4. Pipettensystem nach Anspruch 3,
dadurch gekennzeichnet,
dass es sich bei der Blase um eine Luftblase und bei dem Systemmedium

(8) um eine wassrige Lésung handelt.

5. Pipettensystem nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet,
dass ein Antrieb (29) zur Beaufschlagung des Systemmediums (3) mit einer
pneumatischen oder hydraulischen Kraft vorgesehen ist, wodurch ein Strom

des Systemmediums (3) in der Pipettenkapillare erzeugbar ist.

6. Pipettensystem nach Anspruch 5,
dadurch gekennzeichnet,
dass es sich bei dem Antrieb (29) um ein Reservoir mit Systemmedium (3)
handelt, wobei das Reservoir mit einem Ende der Pipettenkapillare
verbunden ist.

7. Pipettensystem nach Anspruch 6,
dadurch gekennzeichnet,
dass es sich bei dem Antrieb (29) um einen Kolbenantrieb oder einen
Spritzpumpenantrieb handelt und/oder dass der Aktor (9) den Strom steuert.

8. Pipettensystem nach einem der Anspriiche 1 bis 7,
dadurch gekennzeichnet,
dass es sich bei dem Aktor (9) um ein mechanisches oder

elektromechanisches Ventil oder um eine Elektrolysezelle (27) handelt.

9. Pipettensystem nach einem der Anspriiche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet,
dass es sich bei dem Regelelement (12) um eine elektronische Schaltung
handelt.
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Pipettensystem nach einem der Ansprlche 1 bis 9,

dadurch gekennzeichnet,

dass der Sensor derart an der Pipettenkapillare befestigt ist, dass sich die
sensoraktiven Teilelektroden (8) innerhalb der Pipettenkapillare befinden
und die elektrischen Anschlussmdglichkeiten sich auBerhalb der
Pipettenkapillare befinden und dass sich mindestens eine Phasengrenze im

Bereich des Sensors befindet.

Pipettenarray mit mehreren Pipettensystemen nach einem der Anspriche 1
bis 10.

Pipettenarray nach Anspruch 11,
dadurch gekennzeichnet,
dass entweder bei der Arbeitsphase Aufnehmen oder bei der Arbeitsphase

Abgeben von Probenfliissigkeit die Pipettensysteme einzeln regelbar sind.

Verfahren zum Beflillen der Pipettenkapillare des Pipettensystems und/oder
Pipettenarrays nach einem der Anspriiche 1 bis 12, mit den
Verfahrenschritten

- vollstandiges Beflillen der Pipettenkapillare des Pipettensystems mit dem
Systemmedium (3),

- Erzeugen einer Blase bestehend aus dem zweiten Medium (19) durch
Ansaugen desselben und nachfolgendes Ansaugen von Systemmedium (3),
- Ansaugen einer Gasblase (17) zur Trennung des Systemmediums (3) von
einer zu pipettierenden Probenfliissigkeit (16) derart, dass die
Phasengrenze zwischen Systemmedium (3) und zweitem Medium (19)

innerhalb der Sensorlange liegt.

Verfahren nach Anspruch 13,

dadurch gekennzeichnet,

dass nach dem Verfahrensschritt des volistdndigen Befiillens der Pipetten-
kapillare Referenzmessungen am Systemmedium (3) mit dem Sensorele-

ment (18) durchgefihrt werden.
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15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Ausdehnung der Blase des zweiten Mediums (19) der Sensorliange
entspricht.

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 15,
dadurch gekennzeichnet,
dass bei Einsatz eines Pipettenarrays entweder bei der Arbeitsphase
Aufnehmen oder bei der Arbeitsphase Abgeben von Probenfliissigkeit die
Pipettensysteme einzeln geregelt werden.
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Fig. 2

Fig. 3a Fig. 3b
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