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(54) Title: APPARATUS AND METHOD FOR THE UNIFORM DISTRIBUTION OF MICROPARTICLES IN A LIQUID

(54) Bezeichnung: VORRICHTUNG UND VERFAHREN ZUR GLEICHMASSIGEN VERTEILUNG VON MIKROPARTI-

KELN IN EINER FLUSSIGKEIT
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(57) Abstract: The invention relates to an apparatus for the uniform distribution of microparticles in a liquid, comprising a storage
chamber (1) with a suspension of microparticles and liquid, a mixing head (2) for the reception of the suspension and a pump (3)
which is connected to the storage chamber (1) and the mixing head (2) for the suctioning of the suspension from the storage chamber
(1) into the mixing head (2), wherein the mixing head (2) has at least one cavity (4) with a turbulent flow mixer (5) and an overflow
(6) which is connected to the storage chamber by means of an opening (7), which is characterized in that the storage chamber (1) has
e 2 pin (14) and/or a rotary inlet (15) and a rotary runback (16), which are connected to the pump (3). The apparatus can be used for
identifying, characterizing and cleansing proteins. The subject matter of the invention is also a method for the uniform distribution
of microparticles in a liquid, in which a turbulent, quasi-static state is produced.
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur gleichméBigen Verteilung von Mikropartikeln in einer Fliis-
sigkeit, umfassend eine Vorratskammer 1 mit einer Suspension aus Mikropartikeln und Fliissigkeit, einen Mischkopf 2 zur Aufnahme
der Suspension und eine Pumpe 3, die mit der Vorratskammer 1 und dem Mischkopf 2 zum Ansaugen der Suspension von der Vor-
ratskammer 1 in den Mischkopf 2 verbunden ist, wobei der Mischkopf 2 mindestens eine Kavitit 4 mit einem Stromungsverwirbler
5 und einem Uberlauf 6, der durch eine Offnung 7 mit der Vorratskammer 1 verbunden ist, aufweist, dadurch gekennzeichnet, dass
die Vorratskammer 1 einen Stift 14 und/oder einen Rotationszulauf 15 und einen Rotationsriicklauf 16, die mit der Pumpe 3 verbun-
den sind, aufweist. Die Vorrichtung kann zur Identifizierung, Charakterisierung und Aufreinigung von Proteinen verwendet werden.
Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur gleichméBigen Verteilung von Mikropartikeln in einer Fliissigkeit, in dem ein
turbulenter, quasistatischer Zustand erzeugt wird.
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Vorrichtung und Verfahren zur gleichmafigen Verteilung von

Mikropartikeln in einer Flussigkeit

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum Herstellen einer Suspension mit
gleichmalig verteilten Mikropartikeln in einer Tragerflissigkeit bzw. zum
Aufrechterhalten einer gleichmafiigen Verteilung von Mikropartikeln in der
Tragerflussigkeit. Die Vorrichtung umfasst eine Vorratskammer 1 mit der
Suspension, einen Mischkopf 2 und eine Pumpe 3, die mit der Vorratskammer 1
und dem Mischkopf 2 verbunden ist, wobei der Mischkopf 2 mindestens eine
Kavitét 4 mit einem Strémungsverwirbler 5 und einem Uberlauf 6, der durch eine
Offnung 7 mit der Vorratskammer 1 verbunden ist, aufweist, dadurch
gekennzeichnet, dass die Vorratskammer 1 einen Stift 14 und/oder einen
Rotationszulauf 15 und einen Rotationsricklauf 16, die mit der Pumpe 3
verbunden sind, aufweist. Die Vorrichtung kann zur Identifizierung,
Charakterisierung und Aufreinigung von Proteinen verwendet werden.
Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur gleichmafligen Verteilung
von Mikropartikeln in einer FlUussigkeit, in dem ein turbulenter, quasistatischer
Zustand erzeugt wird.

Die fortschreitende Automatisierung von Ablaufen in der Labortechnik basiert zu
grollen Teilen auf paralleler Probenverarbeitung. Zunehmende Bedeutung in der
Proteomforschung erhalten dabei Mikropartikel, sogenannte Beads, die wenige
Mikrometer bis etwa 0,1 mm grofde Kunststoff-Klgelchen darstellen und deren
Oberflachen bestimmte reaktive Eigenschaften besitzen. Diese Mikropartikel
werden nach ihrer Herstellung in einer schitzenden Tragerflussigkeit gelagert, mit
der sie eine Suspension bilden. Ein grundlegendes Problem der Handhabung von
Mikropartikeln ist die mengenmafig gleiche Dosierung dieser Partikel auf eine
grofe Anzahl von Probentragern. Ein direktes Abwiegen oder Zahlen der Mikro-
partikel scheidet aus, da sie nicht aus der Tragerflissigkeit entnommen werden

kdnnen und durfen.
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Es ist im Stand der Technik bekannt, dass ein indirektes Bemessen der
Partikelmenge Uber das Abmessen des Volumens der Tragerflussigkeit moglich
ist. Diese Art der Mengenmessung geht von der Annahme der konstanten
Verteilung der Mikropartikel in der Tragerflissigkeit aus. Diese Annahme ist
jedoch nicht ohne weiteres zulassig, da die Mikropartikel im Allgemeinen eine
hohere Dichte als die TragerflUssigkeit aufweisen und deshalb zum Sedimentieren
neigen. In Abhangigkeit vom Ort der Probennahme befinden sich folglich
Uberdurchschnittlich viele Mikropartikel in einer bodennahen Probe bzw.
unterdurchschnittlich wenige Mikropartikel in einer oberflachennahen Probe.

Zur konstanten Verteilung der Mikropartikel in einer FlUssigkeit sind verschiedene
Vorrichtungen und Verfahren im Stand der Technik vorgeschlagen worden. Die
Patentschrift US 6,255,166 B1 offenbart eine Vorrichtung, die ein Mischen von
Mikropartikeln in Suspension dadurch ermoglicht, dass FlUssigkeit durch das
vertikale Hin- und Herbewegen einer Schaufel bewegt wird. Nachteilig ist hier der
bendtigte Energieaufwand fur das externe Ruhrelement sowie der Fakt, dass sich
die Schaufel innerhalb des Gefalles befindet und damit eine Entnahme oder

Analyse der Suspension behindert.

Die Patentschrit US 5,705,610 lehrt eine Vorrichtung, die Misch- und
Reaktionsgefale umfasst, zwischen denen Reagenzien bzw. Suspensionen
transportiert werden koénnen, die durch das Einspeisen von Gas durchmischt
werden. Der mit der Blasenbildung einhergehende Gaseintrag ist jedoch sowohl
unter verfahrenstechnischen Gesichtspunkten (VolumenvergréRerung, ungleiche
FlUssigkeitsvolumina bei der Probenentnahme etc.) als auch im Hinblich auf die
Sensibilitat biologischer Strukturen kritisch.

Es ist des Weiteren aus WO 2007/064635 A1 eine Vorrichtung bekannt, die ohne
Luftdurchlass arbeitet, indem eine Suspension durch eine Offnung zwischen zwei
Pumpen-Mischkammern bewegt und die durchmischte Suspension durch einen

Ventilanschluss entfernt wird. Die Vorrichtung erfordert ein aufwendiges
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Zusammenspiel der beiden Pumpen und unterbindet eine Probennahme im

Turbulenzbereich.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die im Stand der Technik aufgezeigten
Nachteile der Durchmischung von Mikropartikeln in Suspensionen zu uberwinden
und eine  Vorrichtung zZu entwickeln, die eine  zuverlassige

Mikropartikelmengenbemessung gewahrleistet.

Die Aufgabe der Erfindung wird gemafl den unabhangigen Ansprlchen geldst. Die
Unteranspriche beinhalten bevorzugte Ausfuhrungsformen. Erfindungsgemaf
wird eine Vorrichtung zur gleichmafigen Verteilung von Mikropartikeln in einer
FlUssigkeit bereitgestellt, die eine Vorratskammer 1 mit einer Suspension aus
Mikropartikeln und Flassigkeit, einen Mischkopf 2 zur Aufnahme der Suspension
und eine Pumpe 3, die mit der Vorratskammer 1 und dem Mischkopf 2 zum
Ansaugen der Suspension von der Vorratskammer 1 in den Mischkopf 2
verbunden ist, umfasst, wobei der Mischkopf 2 mindestens eine Kavitat 4 mit
einem Stromungsverwirbler 5 und einem Uberlauf 6, der durch eine Offnung 7 mit
der Vorratskammer 1 verbunden ist, aufweist dadurch gekennzeichnet, dass die
Vorratskammer 1 einen Stift 14 und/oder einen Rotationszulauf 15 und einen
Rotationsricklauf 16, die mit der Pumpe 3 verbunden sind, aufweist.

Es hat sich gezeigt, dass die Trennung von Vorratskammer 1 und Mischkopf 2,
der Einbau eines Stromungsverwirblers 5 in die Kavitat 4 des Mischkopfs 2 und
das Verschalten der vorgenannten Bauelemente in einem Kreislauf nicht nur zu
einer konstanten Mikropartikelverteilung am Ort des Interesses fuhrt, sondern
auch einen quasistatischen Zustand in der Kavitat 4 erzeugt. Der Ort des
Interesses stellt dabei eine Schnittstelle 8 zum angrenzenden Laborsystem 10 dar,
durch das die in der Suspension enthaltenen Mikropartikel oder damit verbundene
Strukturen entnommen und/oder analysiert werden konnen. Die Strukturen
umfassen vorzugsweise Biomoleklle, wie z. B. Proteine, Nukleinsauren Peptide,
Kohlenhydrate, Polymere oder Molekule mit einem Molekulargewicht zwischen 50
und 1.000 Da, oder Mikroorganismen oder eukaryotische Zellen.
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Erfindungsgemal weist die Vorratskammer 1 einen Stift 14 und/oder einen
Rotationszulauf 15 und einen Rotationsricklauf 16, die mit der Pumpe 3
verbunden sind, auf. Diese Komponenten sind besonders vorteilhaft, um einen
zweiten Suspensionskreislauf zu generieren, der ein Sedimentieren der Mikro-
partikel in der Vorratskammer 1 verhindert. Zwar sind die im ersten Kreislauf
zwischen Vorratskammer 1 und Mischkopf 2 transportierten Mikropartikel in der
Kavitat 4 gleichnmafig in der Tragerflissigkeit verteilt, jedoch konnte dort ihre
Konzentration mit der Zeit sinken. Das ware dann der Fall, wenn beispielsweise zu
Beginn in der Vorratskammer 1 sedimentierte Mikropartikel angesaugt werden und
im weiteren Verlauf eine an Partikeln ausgedinnte Suspension. Durch den Stift 14
und/oder Rotationszulauf 15 und -ablauf 16 wird also nicht nur die gleichmaRige
Verteilung in einem Zyklus des ersten Kreislaufs erzielt, sondern das Aufrecht-
erhalten einer konstant verteilten Suspension Uber den gesamten zeitlichen
Verlauf des Betriebs der Vorrichtung. Der zeitliche Verlauf wird durch das
Fillvolumen der Vorratskammer 1 mit Suspension und deren sukzessive
Entnahme aus der Kavitat 4 determiniert. Die Pumpe 3 fordert in dieser
Ausfihrungsform die Suspension in zwei parallelen Kreislaufen. Der
hinzugetretene zweite Kreislauf sorgt fur die Rotation der in der Vorratskammer 1
gespeicherten Suspension, indem durch den Rotationsricklauf 16 die Suspension
angesaugt, in einer Rotationsschleife transportiert und anschlielRend am
Rotationszulauf 15 wieder in die Vorratskammer Uberflhrt wird. Es ist bevorzugt,
den Rotationszulauf 15 und den Rotationsrucklauf 16 in verschiedenen Hohen der
Vorratskammer 1 anzuordnen. Sofern durch den Rotationskreislauf trotzdem nur
eine laminare Stromung entsteht, die ein Sedimentieren der Mikropartikel am
Boden der Kammer 1 nicht hinreichend unterbindet, kann mittels eines
Stromungsverwirblers 5, wie ihn der Stift 14 darstellt, die rotierende Stromung
verwirbelt werden. Im Totwasser des Stifts 14 ist eine Absaugung 17 angeordnet,
uber die dem Mischkopf 2 Suspension zugefuhrt wird.

Die erfindungsgemalfie Vorrichtung besteht dariber hinaus aus zwei Einheiten,
einer Pumpeneinheit 3 und einer Einheit mit Vorratskammer 1 und Mischkopf 2,

die zum Transport der Suspension zwischen ihnen durch Leitungen verbunden
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sind. Es versteht sich, dass jegliche Pumpe 3 Uber einen Motor verfugt und von

einer externen Energiequelle 9 angetrieben wird.

Vorratskammer 1 und Mischkopf 2 kdnnen eine integrale Komponente bilden oder
anderweitig aneinander befestigt sein. In jedem Fall muss die Anordnung von
Vorratskammer 1 und Mischkopf 2 zueinander gewahrleisten, dass Suspension
durch einen Uberlauf 6 an der Kavitdt 4 und eine obere Offnung 7 an der
Vorratskammer 1 in letztere gelangen kann. Die Vorratskammer 1 stellt einen
Hohlraum beliebiger geometrischer Gestalt dar, der beispielsweise einen nicht
rotationssymmetrischen Querschnitt besitzt, insbesondere einen elliptischen
Querschnitt, vieleckigen Querschnitt oder rechteckigen Querschnitt mit einer
Halbkreisflache oder zwei  Halbkreisflachen an  gegenuberliegenden
Rechtecksflachen. Im Sinne der Erfindung ist jedoch eine rotationssymmetrische,
zylinderférmige Gestaltung bevorzugt. Der Hohlraum sollte eine Grofle aufweisen,
die zur Speicherung einer gewissen Mikropartikelmenge fur eine spezielle
Anwendung geeignet ist. In einer Ausgestaltung der Erfindung ist die
Vorratskammer 1 deshalb durch den Benutzer austauschbar. Die Vorratskammer
wird entweder per Hand oder maschinell beflllt, wobei letzteres den Vorteil einer

moglichen Automatisierung aufweist.

Die Pumpe 3 fordert die Suspension im Kreislauf, indem die Suspension zunachst
aus der Vorratskammer 1 angesaugt wird. Hierflr kdnnen Pumpen beliebiger
Bauart eingesetzt werden, solange eine Mindestgeschwindigkeit der Stromung
und damit ein Partikeltransport bewirkt werden. Die Mindestgeschwindigkeit hangt
u.a. von der Beschaffenheit der Leitungsverbindungen und den Eigenschaften der
Suspension ab, wozu insbesondere die Menge und Masse der Partikel sowie die
Viskositat der Tragerflussigkeit zahlen. Die Parameter konnen durch den
Fachmann experimentell in Routineversuchen ermittelt werden. Bevorzugt wird in

der erfindungsgemafien Vorrichtung eine Schlauchpumpe verwendet.

Die angesaugte Suspension wird mittels Transportleitungen, vorzugsweise mittels

Schlauchen 11, in den Mischkopf 2 transportiert. Der Mischkopf umfasst
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wenigstens einen Hohlraum, die sogenannte Kavitat 4. In einer bevorzugten
Ausgestaltung der Erfindung weist der Mischkopf 2 acht Kavitaten 4 auf, wodurch
das simultane Bearbeiten mehrerer Proben gegeben ist. Insbesondere ist ein
solcher Mischkopf 2 kompatibel zum 96-Well-Format, wie es z. B. Mikrotiter-
Platten reprasentieren. Das Vorschalten der Vorrichtung an Hochdurch-
satzrobotern ermoglicht damit die Automatisierung von Prozessen in der Grund-
lagenforschung sowie in der pharmazeutischen, chemischen, diagnostischen und
biotechnologischen Industrie.

Die Kavitat 4 umfasst einen Zustrombereich 12, einen Bereich mit
Stromungsverwirbler 5 und einen Turbulenzbereich. Der Zustrombereich 12
befindet sich am Boden der Kavitat 4, gefolgt vom Bereich mit
Stromungsverwirbler 5 und dem Turbulenzbereich dartber. Der Wechsel vom
Bereich mit Stromungsverwirbler 5 zum Turbulenzbereich kann fliekend sein. Es
ist bevorzugt, dass die vorgenannten Bereiche die selbe geometrische Form des
Querschnitts besitzen. Die geometrische Form ist dabei nicht limitiert, solange der
Einbau von Stromungsverwirblungselementen moglich bleibt. Betreffs moglicher
Formen sei auf die AusfUhrungen zur Vorratskammer 1 verwiesen. In einer
bevorzugten Ausgestaltung der Vorrichtung weist die Kavitat 4 einen

rotationssymmetrischen Querschnitt auf.

Die Kavitat 4 ist derart gestaltet, dass in ihr eine turbulente Strémung erzeugt
werden kann, wozu ein Stromungsverwirbler 5 eingebaut wird. Im Sinne der
Erfindung handelt es sich bei einem ,Stromungsverwirbler 5 um eine beliebige
bautechnische Mallnahme an und/oder in der Kavitat 4, die sowohl ein externes
Bauelement, dass mit der Kavitat verbunden ist oder nicht, als auch die Gestalt
der Kavitat 4 selbst beinhalten kann. Nicht limitierende Beispiele far
Stromungsverwirbler 5 sind Ruhrer oder Schuttler (als externe, nicht verbundene
Elemente), Stift oder Gitter (als externe, verbundene Elemente), unstetige
Erweiterungen oder Verjingungen des Querschnitts sowie Auswolbungen der

Seitenwande (als interne Elemente).
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In einer Dbevorzugten  Ausgestaltung der Erfindung umfasst der
Stromungsverwirbler 5 mindestens eine unstetige VergroRerung des Querschnitts
in einem Erweiterungsbereich 13 oberhalb des Zustrombereichs 12. Der Begriff
Lunstetige VergroRerung“ bezieht sich im Sinne der Erfindung auf eine pl6tzliche
Erweiterung des Durchmessers bzw. Querschnitts, wobei sich die Erweiterung an
Kanten und damit in Form einer Stufe vollzieht. Die Suspension stromt durch den
Zustrombereich 12, dem sich der Erweiterungsbereich 13 anschlief3t. Das heilt, in
dieser Ausfuhrungsform wird der Bereich mit Stromungsverwirbler 5 durch den
Erweiterungsbereich 13 reprasentiert. Der Erweiterungsbereich 13 ist vorzugs-
weise in der unteren Halfte der Kavitat 4 angeordnet, besonders bevorzugt in
deren unterem Dirittel, ganz besonders bevorzugt im unteren Viertel. Durch eine

bodennahe Anordnung wird ein grof3er Turbulenzbereich gewahrleistet.

Die Turbulenz, die benétigt wird, um eine konstant verteilte Suspension zu
erhalten, kann vorteilhaft durch die Ausgestaltung der unstetigen Vergrofierung
eingestellt werden. Der Grad der Turbulenz wird dabei durch das Zusammenspiel
verschiedener Parameter bestimmt, zu denen die relative HOhe des
Erweiterungsbereichs 13 bezogen auf die Gesamthdhe der Kavitat 4, das Ausmal}
der unstetigen VergroRerung und die Art der Stufe zahlen. Prinzipiell ist die
relative HOhe des Erweiterungsbereichs 13 moglichst klein zu wahlen, um
wiederum einen grofden Turbulenzbereich zu gewahrleisten. Vorzugsweise betragt
die Hbéhe des Erweiterungsbereichs 13 weniger als 25 % der Hbéhe der Kavitéat 4,
besonders bevorzugt weniger als 15 %. Dies wird u.a. durch die Neigung der
Innenwande im Erweiterungsbereich 13 bestimmt. In einer bevorzugten
Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung vergroRert sich der Querschnitt im
Erweiterungsbereich 13 linear, vorzugsweise mit einem Anstieg tan ¢ von weniger
als 70°, besonders bevorzugt weniger als 50°, ganz besonders bevorzugt weniger
als 30°. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist die Kavitat 4 als
Zylinder ausgebildet, so dass sie im Erweiterungsbereich 13 mit dem
vorgenannten Anstieg konisch divergiert. Als weiterer Parameter ist das Ausmaf
der unstetigen VergroRerung so zu dimensionieren, dass genug Raum zum Abriss

der Stromung an der Innenwand und Verwirbelung vorhanden ist sowie dieser
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Raum auch mit Turbulenz ausgeflllt werden kann. Die unstetige Vergroerung ist
so gestaltet, dass sich der Querschnitt im Erweiterungsbereich 13 mindestens
verdoppelt, vorzugsweise mindestens verfunffacht, besonders bevorzugt

mindestens verzehnfacht.

Als weiteres bauliches Element enthélt die Kavitét 4 einen Uberlauf 6, der sich im
oberen Teil des Turbulenzbereichs befindet. Dadurch wird sichergestellt, dass der
geférderte Zustrom nicht zu einem Uberlaufen der Kavitét 4 fiihrt, sofern keine
Entnahme oder lediglich eine Entnahme von Suspension stattfindet, deren
entnommenes Volumen geringer als das zugestromte Volumen ist. Der Uberlauf 6
stellt einen ummantelten Hohlraum in der Kavitat 4 dar, dessen Lange zumindest
der Wanddicke der Kavitat 4 entspricht. Vorzugsweise hat der Uberlauf 6 eine
Lange, die uber die Wandstarke der Kavitat 4 hinausgeht. Des Weiteren ist der
Uberlauf 6 so geneigt, dass die Suspension abflieken kann. Der Mischkopf 2 ist
bevorzugt oberhalb der Vorratskammer 1 angeordnet, um ein AbflieRen derjenigen
Suspension, die sich auf oder Uiber dem Niveau des Uberlaufs 6 befindet, durch
Gravitation in die tieferliegende Vorratskammer 1 zu ermoglichen. Insbesondere
ist der Uberlauf 6 oberhalb des erfindungsgemaR bevorzugten
Erweiterungsbereichs 13 angeordnet. Naturlich ist es auch denkbar, den
Mischkopf 2 in gleicher oder sogar geringerer Hohe als die Vorratskammer 1 zu
positionieren und die Uberlaufende Suspension zunachst in einem Becken zu
sammeln, bevor sie mittels einer Pumpe oder unter Ausnutzung von
Kapillarkraften in die Vorratskammer 1 zurlckgefuhrt wird. Hierzu kann eine
Offnung 7, welche die obere offene Flache der Vorratskammer 1 représentiert,
oder einen andere Offnung dienen, wobei letztere bei Anlegen eines &uleren
Drucks auf die zur Offnung flihrende Leitung auch unterhalb des

Flassigkeitsspiegels in der Vorratskammer 1 liegen kann.

Voraussetzung einer Suspensionsentnahme ist, dass die Kavitat 4 eine
Schnittstelle 8 zu einem angrenzenden Laborsystem 10 besitzt. Bei diesem
Laborsystem 10 kann es sich beispielsweise um einen Liquid-Handling-Roboter
(Flussigkeitsentnahmeroboter) handeln, der mittels Entnahmenadeln die
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Suspension absaugt. Die Schnittstelle 8 kann beispielsweise als die
Suspensionsoberflache aufgefasst werden. Die Entnahmenadeln tauchen an der
Schnittstelle 8 in die Suspension ein. Um ein wiederholtes Anpassen der
Eintauchtiefe der Entnahmenadeln zu vermeiden, ist eine Schnittstelle 8 in einer
konstanten Hohe erwinscht, wie sie durch die Erfindung bereitgestellt wird. Durch
die erfindungsgemalRe Anordnung und Ausgestaltung von Pumpe 3,
Vorratskammer 1 und Kavitat 4 (mit jeweils mindestens zwei Offnungen), die ein
Fahren der Suspension im Kreislauf ermdglichen, wird ein quasistatischer Zustand
hinsichtlich der Turbulenz und der Lage der Schnittstelle 8 in der Kavitat 4

ausgebildet.

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung der erfindungsgemafien
Vorrichtung zur gleichmafiigen Verteilung von Mikropartikeln in einer FlUssigkeit.
Mit anderen Worten bDetrifft die Erfindung auch die Verwendung der
erfindungsgemalfen Vorrichtung zum Erhalt einer Suspension aus gleichmalig
verteilten Mikropartikeln in einer Tragerflussigkeit und/oder zur Aufrechterhaltung
einer gleichmafigen Verteilung von Mikropartikeln in einer Tragerflissigkeit. Die
Erfindung bezieht sich ferner auf die Verwendung der erfindungsgemaliien
Vorrichtung zur Entnahme einer Suspension aus gleichmaRig verteilten
Mikropartikeln in einer Flassigkeit, vorzugsweise mit einem
Flissigkeitsentnahmeroboter. Die vorherige Lehre der Erfindung und deren
Ausfuhrungsformen betreffend die Vorrichtung an sich sind gultig und ohne

Einschrankungen auf deren Verwendung anwendbar, sofern es sinnvoll erscheint.

In einer Ausgestaltung der erfindungsgemafien Verwendung wird die Vorrichtung
zur ldentifizierung, Charakterisierung und/oder Aufreinigung von Proteinen
eingesetzt. Proteine sind haufig an der Entstehung schwerwiegender Krankheiten,
wie z. B. Krebs oder Alzheimer beteiligt. Bei der Analyse von Proteinen haben
Mikropartikel mit einem Durchmesser von wenigen Mikrometern bis 0,1 mm eine
zunehmende Bedeutung. Deren Oberflache hat verschiedene reaktive
Eigenschaften, welche die Identifizierung und Charakterisierung von Proteinen
ermoglichen. Des Weiteren stellt die Laborautomatisierung auf dem Gebiet der
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Charakterisierung und Identifizierung von Proteinen einen wachsenden Markt dar,
so dass zur effektiven Gestaltung der Mikropartikel-gestitzten Proteomforschung
Hochdurchsatzroboter unentbehrlich sind. Die erfindungsgemafie Vorrichtung ist
so konstruiert, dass ein Liquid-Handling-Roboter mittels Entnahmenadeln die
konstant verteilte Suspension aus den Wells (Kavitaten 4 ) eines Mischkopfs 2,
vorzugsweise aus einem Mischkopf mit acht Wells, entnehmen kann. Damit ist
eine Vorschaltung der Vorrichtung an Hochdurchsatzroboter mdoglich. Die
erfindungsgemalle Verwendung der Vorrichtung ist vorzugsweise zur
Bereitstellung von konstant verteilten Mikropartikelmengen zur Durchfihrung von
automatisierten Protein-Aufreinigungsprozessen mittels Chromatographie im 96-
Well-Batch-Fomat geeignet.

In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung der Verwendung wird die Vorrichtung
der vorliegenden Erfindung bei der Aktivitatsbestimmung von Enzymen mittels
Massenspektrometrie genutzt. Dass die Massenspektrometrie ein schnelles,
sensitives und zuverlassiges Werkzeug fur die Bestimmung enzymatischer
Aktivitaten ist, konnte wiederholt demonstriert werden (Hsieh et al. 1995, Anal.
Biochem. 229, 20; Bothner et al. 2000, J. Biol. Chem. 275, 13455; Wu et al. 1997,
Chem. Biol. 4, 653). MALDI-MS zeichnet sich durch Widerstandsfahigkeit
gegenuber Pufferldsungen und eine hohe Eignung zur Analyse komplexer
Mischungen aus, weswegen sie fur ein direktes Screening von Enzymaktivitaten
pradestiniert ist, die nur eine minimale Probenvorbereitung bendtigen. Mittels
eines massenspektrometrisch-unterstitzten Enzymscreenings (“mass
spectrometry assisted enzyme screening”, MES) kbnnen enzymatische Aktivitaten
in komplexen Proteinfraktionen mit einem Massenspektrometer ermittelt werden.
Das Prinzip wird hier kurz beschrieben, wahrend sich eine eingehende
Beschreibung in den Artikeln von Jankowski et al. 2001, Anal. Biochem. 290, 324,
sowie Schluter et al. 2003, Anal. Bioanal. Chem. 37, 1102, findet, die beide in ihrer
Gesamtheit in die vorliegende Anmeldung als Referenz aufgenommen werden.
Dem analytischen Vorgehen liegt die kovalente Immobilisierung von Proteinen an
Mikropartikel zugrunde, wodurch der proteolytischer Abbau verhindert und das
Entfernen solcher Moleklle aus der Proteinfraktion erreicht wird, die den
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massenspektrometrischen Nachweis der enzymatischen Reaktionsprodukte
storen wurden. Die Enzymaktivitat wird durch Inkubieren der immobilisierten
Proteine mit einer reaktionsspezifischen Sonde bestimmt, worauf die Analyse der
Reaktionsmischung mittels MALDI-MS nach definierten Inkubationszeiten erfolgt.
Erst die Verwendung der erfindungsgemafien Vorrichtung stellt eine konstant
verteilte Suspension an Mikropartikel sicher, infolgedessen eine gleichmaRige
Oberflachenbeladung und konstante Proteinkonzentration sowie die Entnahme
einer identischen Mikropartikelmenge zur Inkubation mit der Sonde ermdglicht

wird und reproduzierbare Daten generiert werden.

Ein anderer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur gleichmafigen
Verteilung von Mikropartikeln in einer FlUissigkeit, in dem die erfindungsgemalie

Vorrichtung eingesetzt wird.

Die Erfindung lehrt ferner ein Verfahren zur gleichmafiigen Verteilung von
Mikropartikeln in einer Flussigkeit mit den folgenden Schritten:
(a) Befullen einer Vorratskammer 1 mit einer Suspension aus Mikropartikeln
und FlUssigkeit,
(b) Ansaugen der Suspension mit einer Pumpe 3 Uber eine Absaugung 17 aus
der Vorratskammer 1,
(c) Transportieren der angesaugten Suspension in einen Mischkopf 2, der
mindestens eine Kavitat 4 aufweist,
(d) Uberfiihren der Suspension in die Kavitét 4,
(e) Erzeugen einer turbulenten Stromung in der Kavitat 4,
(f) Uberflinren von Suspension oberhalb eines Uberlaufs 6 durch eine Offnung
7 in die Vorratskammer 1, und optional
(g) Wiederholen der Schritte (b) bis (f)
Dadurch gekennzeichnet, dass parallel zu den Schritten (b) bis (g) ein Kreislauf
mit den folgenden Schritten gefahren:
(b') Ansaugen der Suspension mit der Pumpe 3 Uber einen Rotationsrucklauf
16 aus der Vorratskammer 1,
(c") Transportieren der angesaugten Suspension in einer Rotationsschleife,

11
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(d') Uberfiihren der Suspension (ber einen Rotationszulauf 15 in die
Vorratskammer 1,

(e') Erzeugen einer turbulenten Stromung in der Vorratskammer 1, und optional

Wiederholen der Schritte (b’) bis (e').

Die vorherige Lehre der Erfindung und deren Ausfuhrungsformen betreffend die
Vorrichtung und deren Verwendung sind gultig und ohne Einschrankungen auf die
Verfahren zur gleichmaRigen Verteilung von Mikropartikeln anwendbar, sofern es

sinnvoll erscheint.

Die Abfolge der Schritte verdeutlicht, dass das Verfahren im Kreislauf gefahren
wird, wofiir jeweils zwei Offnungen der Vorratskammer 1 bzw. des Mischkopfs 2
essentiell sind, die jeweils voneinander verschieden sind. Das heildt, dass sich in
der Vorratskammer 1 die Absaugung 17 zum Absaugen der Suspension in
Richtung Mischkopf 2 und die Offnung 7 zur Aufnahme aus dem Mischkopf 2
ubergelaufener Suspension sowie in der Kavitat 4 im Mischkopfs 2 der Zustrom 13
der Suspension aus der Vorratskammer 1 und der Uberlauf 6 zur Rickflihrung der
Suspension in die Vorratskammer 1 befinden. Schritt (g) wird solange ausgefuhrt,
bis die Vorratskammer 1 leer oder keine Durchmischung der Partikel mehr
erwunscht ist, weil die Entnahme und/oder Analyse der Partikelsuspension

beendet ist.

Die turbulente Stromung in Schritt (e) kann durch jede Malinahme bewirkt werden,
die eine Reynolds-Zahl Uber dem kritischen Wert von 2300 zur Folge hat.
Geeignete Malinahmen sind insbesondere die Erh6hung der
Stromungsgeschwindigkeit der Suspension, der Oberflachenrauhigkeit der Kavitat
4 und/oder der Dichte der Suspension und/oder die Verringerung der
dynamischen Viskositat. In einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens wird
die turbulente Stromung durch den Einbau eines Stromungsverwirblers 5 erzeugt,
besonders bevorzugt durch den Einbau mindestens einer unstetigen
VergroRerung des Querschnitts in einem Erweiterungsbereich 13 oberhalb eines

Zustrombereichs 12.
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Das Verfahren kann auch so durchgefuhrt werden, dass sich nach Schritt (e), (f)
oder (g) ein weiterer Schritt (nh) anschliel3t, in dem die Suspension von einem

Flassigkeitsentnahmeroboter enthommen wird.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden also erstmalig eine Vorrichtung
und ein Verfahren zur gleichmafiigen Verteilung von Mikropartikeln in einer
FlUssigkeit bereitgestellt. Die Erfindung nutzt die Ausgestaltung einer
durchstromten Entnahmekavitat 4, um auf einfachem und zuverlassigem Wege
Turbulenz zu erzeugen, die wiederum eine konstante Durchmischung von
Mikropartikeln in einer Suspension nach sich zieht. Die Trennung von
Vorratskammer 1 und Mischkopf 2 ermdglicht dabei vorteilhaft eine gleichmanige
Verteilung der Mikropartikel am Ort der Partikelentnahme bzw. -analyse (Kavitat
4). Dieses System wird erfindungsgemald gekoppelt mit einem zweiten Kreislauf,
der dafur sorgt, dass die Verteilung der Mikropartikel Uber einen langeren
Zeitraum homogen bleibt bzw. sowohl zu Beginn, als auch zu einem Zeitpunkt zu
dem die Vorrichtung schon einige Zeit in Betrieb gewesen ist. Dartber hinaus wird
eine parallele Probenverarbeitung gewahrleistet, indem der Mischkopf 2 eine
Vielzahl an Kavitaten 4 besitzt, die zusammen angesteuert eine identische
Durchmischung der Mikropartikel zeigen und folglich einer automatisierten
Mikropartikelmengenbemessung zuganglich sind. Wahrend im Stand der Technik
lediglich eine Durchstromung mit Gas beschrieben ist, wird hier die Stromung der
Suspension selbst ausgenutzt. Aufgrund der Uberraschenden Kombination dieser
Verwirbelung mit einem Uberlauf 6 bildet sich ein Flissigkeitskreislauf, der in den
Kavitaten 4 zu einem quasistatischen Zustand fuhrt. Vorrichtung und Verfahren
der Erfindung zeichnen sich durch eine einfache und kostengulnstige Handhabung
aus und erdffnen eine Vielzahl von Anwendungsperspektiven, von denen

insbesondere die Biochemie genannt sei.

Es versteht sich, dass diese Erfindung nicht auf die spezifischen Methoden,
Zusammensetzungen und Bedingungen beschrankt ist, wie sie hierin beschrieben
sind, da solche Dinge variieren kbnnen. Es versteht sich des Weiteren, dass die

vorliegend verwendete Terminologie ausschliellich dem Zweck der Beschreibung
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besonderer Ausfuhrungsformen dient und nicht den Schutzumfang der Erfindung
einschranken soll. Wie vorliegend in der Spezifikation einschlieRlich der
anhangigen Anspriche verwendet, schlieRen Wortformen im Singular, wie z. B.

ein",

eine", "einer", "der" oder "das" die Entsprechung im Plural ein, sofern der
Kontext nicht eindeutig etwas anderes vorgibt. Beispielsweise enthalt der Bezug
auf "einen Stromungsverwirbler 5" einen einzelnen Verwirbler oder mehrere
Verwirbler, die wiederum identisch oder verschieden sein kbnnen, oder der Bezug
auf "ein Verfahren" schlief3t aquivalente Schritte und Verfahren ein, die dem
Fachmann bekannt sind.

Im Folgenden wird die Erfindung anhand von nicht limitierenden Beispielen fur

konkrete Ausfihrungsformen naher erlautert.
Fig. 1 zeigt eine schematische Zeichnung der Komponenten der Vorrichtung zur
gleichmaligen Verteilung von Mikropartikeln in einer FlUssigkeit ohne den

Rotationskreislauf.

Fig. 2 zeigt eine Kavitat 4 zur Entnahme von Suspension: a) schematisch, b) im

Stromungsprofil, und ¢) wahrend des Betriebs der Vorrichtung.

Fig. 3 zeigt eine schematische Zeichnung der Suspensionsmischer-
Zylinderkammer einschlief3lich des Rotationskreislaufs mit den
Konstruktionselementen, welche die Stromungskreislaufe verdeutlichen.

Fig. 4 zeigt ein CFD der Vorratskammer 1.

Fig. 5 zeigt den Prototyp des Gesamtsystems.

BEISPIEL

Der Prototyp des Gesamtsystems, wie er in Fig. 5 dargestellt ist, enthalt als

Energiequelle 9 ein 12V Gleichspannungsnetzteil, welches das Gesamtsystem
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mit elektrischer Energie versorgt. Durch die Energiequelle wird die Pumpe 3
angetrieben, bei der es sich um eine Schlauchpumpe des Typs Watson Marlow
102R handelt, die mit einem Faulhaber-Motor 3540K024C angetrieben wird.
Pumpe 3 und Motor werden Uber einen Schalter in Betrieb genommen.

Wie aus Fig. 1 ersichtlich wird, sind Pumpe 3 und Motor zum Schutz vor duf3eren
Einflissen mit einem Deckel 18 verkleidet, der mit Schrauben DIN 912 (M4x10) an
einer Flanschplatte 19 befestigt ist. Der Schraubentyp wird auch fir alle weiteren
Befestigungen genutzt. Sowohl die Pumpe 3 als auch die Suspensionsmischer-
Zylinderkammer sind auf eine Grundplatte 20 montiert. Die Suspensionsmischer-
Zylinderkammer umfasst den Vorratskammer-Sockel 21, Mischkopf 2, ZylinderStift
14 Typ DIN 7 (3x15) und vier Verbindungselemente Typ Connector M6 250-6. Die
Suspensionsmischer-Zylinderkammer ist am Vorratskammer-Sockel 21 mit der
Grundplatte 20 verschraubt. Der Sockel 21 hat im Zentrum eine zylinderférmige

Vorratskammer 1 und oberhalb davon ist ein 8-Well-Mischkopf 2 verschraubt.

In Fig. 2 wird deutlich, dass die Wells oder Entnahmekavitaten 4 derart geformt
sind, dass der geforderte Zustrom auf Grund einer unstetigen Rohrerweiterung im
Eingangsbereich (Erweiterungsbereich 13) turbulent wird. Auf diese Weise wird
die Suspension in der Kavitat 4 verwirbelt und durchmischt. Durch die Entnahme
der Suspension durch den Liquid-Handling-Roboter wird das Gesamtvolumen in
dem System verringert. Um fur die Entnahme von Suspension einen konstant
hohen FlUssigkeitspegel zu erreichen, weisen die Kavitaten 4 einen Uberlauf 6

auf.

Die Pumpe fordert die Suspension in zwei parallelen Kreislaufen (Fig. 3). Der erste
Kreislauf versorgt die Entnahmekavitaten 4 (Fig. 2a, 3). Die Suspension wird an
einer zylinderformigen Absaugung 17 angesaugt und durch Schlauche 11 geleitet.
Durch ein Steigrohr 22 gelangt die Suspension in den Mischkopf 2 und wird mittels
eines Leitungssystems in den Zustrombereich 12 der einzelnen Kavitaten 4
transportiert. Die liberlaufende Flissigkeit flielt durch die Offnung 7 direkt in die
Vorratskammer 1. Es handelt sich also um einen Flussigkeitskreislauf, bei dem in
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der Kavitat 4 ein quasistatischer Zustand erzeugt wird, aus dem konstant verteilte

Suspension enthommen wird.

Der zweite Kreislauf sorgt fur eine Rotation der gespeicherten Suspension in der
Vorratskammer 1 (Fig. 3, 4). Hierzu wird Suspension durch einen
Rotationsrucklauf 16 angesaugt, durch eine Rotationsschleife in Schlauchen 11
transportiert und Uber einen Rotationszulauf 15 wieder in die Vorratskammer 1
gegeben. Die Vorratskammer 1 weist einen zylinderformigen Stift 14 auf, der die
rotierende Stromung derart verwirbelt, dass sich im Zentrum der Kammer keine
Beads ablagern kdénnen (ahnlich einer Teetasse mit Teekrimeln). Im Totwasser
des Stifts befindet sich die Absaugung 17, die durch das Steigrohr 22 die
Entnahmekavitaten 4 speist.
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BEZUGSZEICHENLISTE
1 Vorratskammer
2 Mischkopf
3 Pumpe
4 Kavitat
5 Stromungsverwirbler
6 Uberlauf
7 Offnung
8 Schnittstelle
9 Energiequelle
10 Laborsystem
11 Schlauche
12 Zustrombereich
13 Erweiterungsbereich
14 Stift
15 Rotationszulauf
16 Rotationsrucklauf
17  Absaugung
18 Deckel
19 Flanschplatte
20 Grundplatte
21 Sockel
22 Steigrohr
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ANSPRUCHE

Vorrichtung zur gleichmafRigen Verteilung von Mikropartikeln in einer
Flissigkeit, umfassend eine Vorratskammer (1) mit einer Suspension aus
Mikropartikeln und FlUssigkeit, einen Mischkopf (2) zur Aufnahme der
Suspension und eine Pumpe (3), die mit der Vorratskammer (1) und dem
Mischkopf (2) zum Ansaugen der Suspension von der Vorratskammer (1) in
den Mischkopf (2) verbunden ist, wobei der Mischkopf (2) mindestens eine
Kavitat (4) mit einem Strémungsverwirbler 5 und einem Uberlauf (6), der durch
eine Offnung (7) mit der Vorratskammer (1) verbunden ist, aufweist,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Vorratskammer (1) einen Stift (14) und/oder einen Rotationszulauf (15)
und einen Rotationsricklauf (16), die mit der Pumpe (3) verbunden sind,

aufweist.

Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der
Stromungsverwirbler 5 mindestens eine unstetige VergroRerung des
Querschnitts in  einem  Erweiterungsbereich  (13) oberhalb eines
Zustrombereichs (12) ist.

Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass sich der
Querschnitt im  Erweiterungsbereich  (13) mindestens  verdoppelt,
vorzugsweise mindestens verfunffacht, besonders bevorzugt mindestens

verzehnfacht.

Vorrichtung nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass sich der
Querschnitt im Erweiterungsbereich (13) linear vergroRert, vorzugsweise mit
einem Anstieg tan ¢ von weniger als 70°, besonders bevorzugt weniger als
50°, ganz besonders bevorzugt weniger als 30°.
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10.

11.

12.

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dass die Kavitat (4) einen rotationssymmetrischen
Querschnitt aufweist und im Erweiterungsbereich (13) konisch divergiert.

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dass die angesaugte Suspension in der Kavitat (4) eine
Schnittstelle (8) in konstanter Hohe zu einem FlUssigkeitsentnahmeroboter
ausbildet.

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dass der Mischkopf (2) acht Kavitaten 4 aufweist.

Verwendung einer Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 8 zur
gleichmafigen Verteilung von Mikropartikeln in einer Flussigkeit.

Verwendung einer Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 8 zur
Entnahme einer Suspension mit gleichmafig verteilten Mikropartikeln in einer
FlUssigkeit.

Verwendung nach Anspruch 10 zur Identifizierung, Charakterisierung und/oder
Aufreinigung von Proteinen, vorzugsweise zur Aktivitatsbestimmung von

Enzymen mittels Massenspektrometrie.
Verfahren zur gleichmaRigen Verteilung von Mikropartikeln in einer
FlUssigkeit, dadurch gekennzeichnet, dass eine Vorrichtung nach einem der

Ansprlche 1 bis 8 eingesetzt wird.

Verfahren zur gleichmafiigen Verteilung von Mikropartikeln in einer FlUssigkeit
mit den folgenden Schritten:

(a) Beflllen einer Vorratskammer (1) mit einer Suspension aus

Mikropartikeln und FlUssigkeit,
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(b) Ansaugen der Suspension mit einer Pumpe (3) Uber eine Absaugung
(17) aus der Vorratskammer (1),

(c) Transportieren der angesaugten Suspension in einen Mischkopf (2), der
mindestens eine Kavitat (4) aufweist,

(d) Uberfiihren der Suspension in die Kavitét (4),

(e) Erzeugen einer turbulenten Stromung in der Kavitat (4),

(f) Uberfiihren von Suspension oberhalb eines Uberlaufs (6) durch eine
Offnung (7) in die Vorratskammer (1), und optional

(g) Wiederholen der Schritte (b) bis (f),

dadurch gekennzeichnet, dass parallel zu den Schritten (b) bis (g) ein
Kreislauf mit den folgenden Schritten gefahren wird:

(b') Ansaugen der Suspension mit der Pumpe (3) uUber einen
Rotationsricklauf (16) aus der Vorratskammer (1),

(c") Transportieren der angesaugten Suspension in einer Rotationsschleife,

(d') Uberfiihren der Suspension Uber einen Rotationszulauf (15) in die
Vorratskammer (1),

(e') Erzeugen einer turbulenten Stromung in der Vorratskammer (1), und
optional

Wiederholen der Schritte (b’) bis (e').

13. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt (e) die
turbulente Strdmung durch Einbau eines Stromungsverwirblers 5 erzeugt wird,
vorzugsweise durch den Einbau mindestens einer unstetigen VergroRerung
des Querschnitts in einem Erweiterungsbereich (13) oberhalb eines

Zustrombereichs (12).
14. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass sich

nach Schritt (e), (f) oder (g) ein weiterer Schritt anschlieft:

(h) Entnehmen der Suspension von einem Flussigkeitsentnahmeroboter.
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