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(54) Verfahren zur Teilung von Tropfen an einer mikrofluidischen Kreuzung.

(57) Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Teilung ei-
nes Tropfens an einer mikrofluidischen Kreuzung, umfassend
einen Zufuhrkanal, einen ersten Abfuhrkanal, ausgertstet mit
einem zusatzlichen Kanal, und einen zweiten Abfuhrkanal, ge-
kennzeichnet dadurch, dass es die folgenden Etappen umfasst:
a. Zufuhrung des Tropfens (1) an die mikrofluidische Kreuzung
(3) durch den Zufuhrkanal (2) mithilfe einer Strémung einer kon-
tinuierlichen Phase durch den Zufuhrkanal sowie den ersten Ab-
fuhrkanal (5) und den zweiten Abfuhrkanal (6),

b. Steuerung des Verhaltnisses der Flussraten in den Abfuhr-
kanalen (5, 6) durch Férdern oder Absaugen der kontinuierlichen
Phase durch den zusatzlichen Kanal (9), mindestens bis zum
Zeitpunkt, wenn der sich im ersten Abfuhrkanal (5) befindende
Teil des Tropfens (1) von dem sich im zweiten Abfuhrkanal (6)
befindenden Teil des Tropfens abreisst.

}
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Beschreibung

[0001] Der Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Teilung eines Tropfens nach Bedarf (engl. on demand droplets)
an einer mikrofluidischen Kreuzung, d.h. ein Verfahren zur Teilung von Tropfen mit bekannter Zusammensetzung in zwei
Tropfen in einstellbaren Verhéltnissen.

[0002] Die erfindungsgemasse Lésung, in Verbindung mit den Modulen, die in vorhergehenden Patentanmeldungen der
Arbeitsgruppe von Doz. Piotr Garstecki (verdffentlichte polnische Anmeldungen Nr. P-390 250, P-390 251, P-393 619
und internationale Anmeldung Nr. WO 2011/090 396) beschrieben sind, kénnen bei langfristiger Kultivierung von Mikro-
organismen oder Zellkulturen, oder auch zur Durchfuhrung von chemischen Analysen innerhalb der Tropfen sowie zur
Ablesung der Ergebnisse dieser Reaktionen in der Abhéngigkeit von der kontrollierten chemischen Zusammensetzung
der Fluidproben und deren Position in den mikrofluidischen Systemen, verwendet werden. Besonders bevorzugte Syste-
me gemass der Erfindung kénnen bei langfristigen Untersuchungen des Wachstums der Mikroorganismen unter verschie-
denen Kultivierungsbedingungen benutzt werden, d.h. bei verschiedenen Nahrbodenkonzentrationen oder in Gegenwart
wachstumshemmender Mittel, z.B. Antibiotika, und auch anderer Substanzen, die die Physiologie der Mikroorganismen
beeinflussen. Die Grundlage flir eine langfristige Kultivierung ist die zyklische Beseitigung eines Teils der Kultur und Zu-
setzen einer genau festgelegten Portion neuen Nahrbodens.

[0003] Immer zahlreichere Mitteilungen Uber die Anwendung der mikrofluidischen Systemen, in biologischen Wissen-
schaften erlauben eine sehr schnelle Entwicklung der Lab-on-a-Chip-Technologie in néchster Zukunft vorzusehen. Be-
sonders versprechend ist die Verwendung der in den Mikrokanélen zu erzeugenden Tropfen als miniaturisierte Reaktoren
wegen ihrer kleinen Volumina von Mikrolitern, durch Nanoliter bis Pikoliter.

[0004] Die tropfenbasierten Mikrosysteme zeichnen sich normalerweise durch eine Vielzahl von mikrofluidischen Kana-
len mit ihren Einlassen und Ausléssen aus, die innerhalb des Systems sich verbinden kénnen und in denen Tropfen er-
zeugt werden, die mit einer mit den Tropfen nicht mischbaren kontinuierlichen Phase umgeben sind. Weiterhin kénnen die
Tropfen in den Mikrosystemen vereinigt, entlang der Kanéle bei Durchmischen ihres Gehalts transportiert, unter fixierten
oder variablen Bedingungen festgehalten oder letztendlich an Kanalkreuzungen sortiert oder geteilt und aus dem System
zuriickgewonnen werden. Die Verwendung der Mikrolabors bei der Durchflihrung von chemischen und biochemischen
Reaktionen innerhalb der Mikrotropfen hat folgende Vorteile [H. Song, D. L. Chen and R. F. Ismagilov, Ang. Chem. Int.
Ed., 2006, 45, 7336-7356]: i) keine Zeitdispersion der Aufenthaltsdauer des Fluids im Kanal, ii) schnelle Durchmischung,
iii) Moglichkeit einer einfachen Kontrolle Uber die Reaktionskinetik, iv) parallele Durchfiihrung vieler Reaktionen méglich,
v) reduzierter Verbrauch von Reagenzien, vi) schnellerer Nachweis von Reaktionsergebnissen (durch kleines Tropfenvo-
lumen erreichen die Reaktionsprodukte schneller eine messbare Konzentration).

[0005] Hinsichtlich dieser Eigenschaften kénnen die tropfenbasierten Mikrosysteme ein wertvolles Werkzeug fur analyti-
sche Chemie, Biochemie, Mikrobiologie, medizinische Diagnostik oder auch molekulare Diagnostik darstellen.

[0006] Eine der unerlasslichen, in tropfenbasierten mikrofluidischen Systemen durchzufihrenden Operationen ist die Tei-
lung der Tropfen. Im Stand der Technik gibt es einige Verfahren zur Aufteilung der Tropfen an einer T-Kreuzung in einem
mikrofluidischen System, wo die kontinuierliche (Kanalwénde benetzende) Phase eine Fllssigkeit ist [D. R. Link, S. L.
Anna, D. A. Weitz, and H. A. Stone. Phys. Rev. Lett. 2004, 92, 4] [J. Nie and R. T. Kennedy, Anal. Chem. 2010, 82,
7852-7856]. Mithilfe entsprechender Geometrie ist es mdglich, einen Tropfen im umgekehrt proportionalen Verhaltnis zu
Flusswiderstanden an jedem der zwei Abzweigungen einer T-Kreuzung zu zerspalten. Eine unglinstige Eigenschaft dieser
Losung ist es jedoch, dass die Proportion der Teilung durch die Geometrie des mikrofluidischen Systems im Voraus defi-
niert sind sowie die Tatsache, dass sich die Teilungsproportion tber eine kontrollierbare Anderung beim Systembetrieb
nicht steuern lasst.

[0007] Im Stand der Technik gibt es viele Beispiele fir durchgeflihrte Untersuchungen und Bestimmungen von Zellkulturen
(Bakterien, Hefen und Saugerzellen) innerhalb der Tropfen in einem mikrofluidischen System [J. Q. Boedicker, L. Li, T.
R. Kline, and R. F. Ismagilov, Lab Chip 2008,8,1265-1272] [C H. J. Schmitz, A. C. Rowat, S. Kdster, and D. A Weitz,
Lab Chip 2009, 9, 44-49] [J. Clausell-Tormos, D. Lieber, J. C. Baret, A. El-Harrak, O. J. Miller, L. Frenz, J. Blouwolff,
K. J. Humphry, S. Késter, H. Duan, C. Holtze, D. A. Weitz, A. D. Griffiths, and C. A. Merten, Chemistry & Biology 2008,
25,427-437]. Die mit diesen Systemen durchgeflihrten Messungen betrafen jedoch in der Regel nicht die Analyse der
Zellenphysiologie in einer langen Zeitspanne. Die Analyse in einer langen Zeitspanne erfordert, dass die Bedingungen
des Zellenwachstums konstant bleiben. Bei der Kultivierung der Mikroorganismen werden die Nahrsubstanzen schon
nach einigen Stunden knapp, die Kultur wird gesattigt und das Wachstum gehemmt. Durch zyklische oder permanente
Beseitigung von Kulturteilen und Zugabe von frischem Né&hrboden kénnen ein gleichméssiges Tempo und nach Méglichkeit
gleichmassige Bedingungen des Wachstums eingehalten werden. Im Stand der Technik gibt es eine Vorrichtung — das
Chemostat [A. Novick and L. Szilard, Science 1950,112, 715-716], das Uber die Fahigkeit verflgt, einen Teil der Kultur
kontinuierlich mit einem frischen Nahrmedium zu ersetzen, wobei die Rate des Austausches einstellbar sein kann. Im
Stand der Technik gibt es einige Lésungen, die eine Miniaturisierung des Chemostats ermdglichen: i) Systeme, die auf
multilagigen Elastomer-Systemen basieren [F. K. Baiagadde, L. You, C. L. Hansen, F. H. Arnold, S. R. Quake, Science 2005,
309, 137] ii) miniaturisierte Systeme, deren Ausfiihrung den in der Makroskala verwendeten Chemostaten ahnlich ist [N.
Szita, P. Boccazzi, Z. Zhang, P. Boyle, A. J. Sinskey, K. F. Jensen, Lab Chip 2005, 5, 819] iii) Systeme, die Tropfenbewegung
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auf der Elektrodenoberflache ausnutzen, sog. «digitale Mikrofluidik» [S. H. Au, S. C. C. Shih, A. R. Wheeler, Biomed.
Microdevices 2011,13,41].

[0008] Im Stand der Technik gibt es kein Verfahren, das eine bedeutende Vervielfachung der Anzahl von Chemostaten
ermdglicht und erlaubt sowie gleichzeitig die Kulturziichtung in jedem der Chemostaten ermdglicht. In allen genannten
Beispielen ist die Vervielfachung der Anzahl von Chemostaten mit einer bedeutenden Erhéhung der Systemkomplexitat
verbunden, und die Anzahl von Schliisselelementen in der Chiparchitektur nimmt in linearer Proportion zu der Anzahl von
Chemostaten zu.

[0009] Es ist ratsam, dass 2-Phasen-Mikroflisse, d.h. Mikrotropfen, die sich in Mikrokan&len mit einem Durchmesser von
einigen bis einigen hundert Mikrometer bewegen, als eine bei einer langfristigen Zichtung von Mikroorganismen nutzbare
Technologie, verwendet werden.

[0010] Unerwartet haben die Erfinder der vorliegenden Erfindung bemerkt, dass es mdéglich ist, ein die Fihrung und
Beobachtungen einer langfristigen Kultivierung von Mikroorganismen erlaubendes Mikrofluidiksystem so zu konstruieren,
dass jeder Tropfen als getrenntes Chemostat funktioniert. Ferner hat es sich herausgestellt, dass ein geméass der Erfindung
gefertigtes System die Kultivierung von Mikroorganismen unter variablen Bedingungen erlaubt, insbesondere bei variabler
Konzentration der Substanzen, die das Wachstum der Mikroorganismen beeinflussen, z.B., Antibiotika, sowie auch bei
variabler Verdinnungsrate (D), d.h. bei variablem Tempo der Beseitigung der gesattigten Kultur und der Zugabe des
frischen Nahrmediums.

[0011] Gemass der Erfindung zeichnet sich das Verfahren zur Teilung eines Tropfens an einer mikrofluidischen Kreuzung,
umfassend einen Zufuhrkanal, einen ersten Abfuhrkanal, ausgeristet mit einem zusatzlichen Kanal, und einen zweiten
Abfuhrkanal, dadurch aus, dass es die folgenden Etappen umfasst:

a. Zufiihrung des Tropfens an die mikrofluidische Kreuzung durch den Zufuhrkanal mithilfe einer Stromung einer kontinu-
ierlichen Phase durch den Zufuhrkanal sowie den ersten Abfuhrkanal und den zweiten Abfuhrkanal,

b. Steuerung des Verhaltnisses der Flussraten in den Abfuhrkanélen durch Fordern oder Absaugen der kontinuierlichen
Phase durch den zusatzlichen Kanal, mindestens bis zum Zeitpunkt, wenn der sich im ersten Abfuhrkanal befindende Teil
des Tropfens von dem sich im zweiten Abfuhrkanal befindenden Teil des Tropfens abreisst.

[0012] Das Verfahren umfasst somit automatisierte Techniken zur bedarfsgemassen Teilung der Tropfen in einem solchen
Mikrofluidiksystem.

[0013] Vorzugsweise werden die Strdmungen automatisch gesteuert, wobei ein Sensor, bevorzugt eine Kamera, in der
Nahe der mikrofluidischen Kreuzung angebracht und unmittelbar oder mittelbar mit dem Ventil verbunden ist, Uber das die
Strémung in dem zusétzlichen Kanal kontrolliert wird.

[0014] In einer bevorzugten Ausflihrungsvariante ist die mikrofluidische Kreuzung eine T-Kreuzung, d.h. eine Kreuzung,
in der der Zufuhrkanal, der Abfuhrkanal und der zweite Zufuhrkanal miteinander die Winkel von entsprechend 90°, 180°
und 90° bilden.

[0015] In einer anderen bevorzugten Ausflhrungsvariante ist die mikrofluidische Kreuzung eine Y-Kreuzung, d.h. die Kreu-
zung, in der der Zufuhrkanal, der erste Abfuhrkanal und der zweite Abfuhrkanal miteinander die Winkel von entsprechend
150°, 60° und 150° bilden.

[0016] In einer noch weiteren bevorzugten Ausfihrungsvariante ist die mikrofluidische Kreuzung eine Kreuzung, in der
der Zufuhrkanal, der erste Abfuhrkanal und der zweite Abfuhrkanal miteinander die Winkel von entsprechend 120°, 120°
und 120° bilden.

[0017] Vorzugsweise, gemass der Erfindung, wird der Tropfen im Volumenverhéltnis von 1:9 bis 9:1, mehr bevorzugt von
1:99 bis 99:1, und am meisten bevorzugt von 1:999 bis 999:1, geteilt.

[0018] In der nachfolgenden Beschreibung wird ein Verfahren zur Teilung von Tropfen mittels einer kontrollierten Tropfen-
positionierung und Steuerung der Offnungszeit der Ventile, die den Abfluss der Fliissigkeit aus den Armen einer T-Kreu-
zung verschliessen, dargestellt. Die T-Kreuzung wird hier als eine beispielhafte und nicht einschréankende Ausflihrung der
Erfindung diskutiert. Als eine T-Kreuzung wird im Fall der vorliegenden Erfindung eine Verbindung von drei Kanalen de-
finiert, wobei einer von denen die Fluide zur Kreuzung zufiihrt, und die zwei Ubriggebliebenen die Fluide abfiihren. Cha-
rakteristisch ist, dass die die Flussigkeit aus der T-Kreuzung abflihrenden Kanéle sich bedeutsam durch die Widerstan-
de voneinander unterscheiden — der Unterschied kann sich beispielweise, aber nicht einschrankend, aus verschiedenen
Querschnittflachen der Kanale oder aus verschiedenen Kanallangen ergeben. Die Arme einer T-Kreuzung sind unter den
Winkeln entsprechend von 90°, 90° und 180° zueinander positioniert. Die Fachkundigen werden doch leicht bemerken,
dass die vorgestellten Verfahren bei beliebigen anderen Winkeln direkt anwendbar sind.

[0019] Unerwartet haben die Erfinder der vorliegenden Erfindung bemerkt, dass es méglich ist, ein Mikrofluidiksystem
zu konstruieren, das die Tropfen in einem sehr breiten und variablen Verhéltnis so zu teilen erlaubt, dass das Teilungsver-
haltnis filr die nacheinander zu teilenden Tropfen verschieden sein kann. Ahnlich unerwartet haben die Erfinder dieser
Erfindung bemerkt, dass man das Ventil im zusétzlichen Kanal, das die kontinuierliche Phase zu einem der die kontinu-
ierliche Phase aus der T-Kreuzung abflihrenden Abfuhrkanéle zuflihrt, zu dem Zeitpunkt 6ffnen kann, wenn sich der zu
teilende Tropfen an der T-Kreuzung befindet, oder bevor der Tropfen die Kreuzung eintritt. Dieses Verfahren reduziert den
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Unterschied der Widerstéande zwischen den zwei Kanélen, die Flussigkeiten aus der Kreuzung abflihren. Es ist charakte-
ristisch, dass die Tropfenposition sowie die den partiellen Ausgleich erzeugende Offnungszeit des Ventils (iber die Volumi-
na der zwei neu zu erzeugenden Tropfen entscheiden. Das Teilungsverhélinis hangt gewissermassen von der Geometrie
des Systems ab, es hat sich aber unerwartet herausgestellt, dass es moglich ist, das Volumenverhaltnis von zwei neu
entstehenden Tropfen mithilfe entsprechender Tropfenpositionierung und an der T-Kreuzung, und anschliessend durch
Erhéhung des Widerstands in einem der die Flussigkeit aus der T-Kreuzung abflihrenden Kanéle, zu manipulieren. Es ist
charakteristisch, dass der Unterschied der Widersténde bei dem geschlossenen Ventil im zuséatzlichen Kanal das maxi-
male Teilungsverhéltnis eines Tropfens mit einem Volumen von 1 pL, fir eine beispielhafte Geometrie einer T-Kreuzung,
bestimmt (ein Einlasskanal mit Abmessungen grdsser als 100 - 100 um, bei Auslasskanalen mit einem Durchmesser von
100 - 100 um erlaubt die Tropfen in einem beliebigen Volumenverhaltnis von 1:999 bis 999:1 zu teilen).

Ausfiihrliche Beschreibung der Erfindung

[0020] Bevorzugte Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung werden nun in Bezug auf die beigelegten Zeichnungen néher
erlautert. Es zeigen:

Fig. 1  Schematische Darstellung eines erfindungsgemassen Mikrosystems, das zur Teilung der Tropfen an einer T-
Kreuzung verwendet ist;

Fig. 2  Schematische Darstellung eines Mikrosystem gemass der Erfindung, das zur Realisierung eines vervielfach-
ten Chemostats innerhalb der Tropfen verwendet ist;

Fig. 3 Diagrammdarstellung der Tropfenvolumina nach einer asymmetrischen Teilung mit relativen Abweichungen
des Tropfenvolumens;

Fig. 4 Diagrammdarstellung der Anderung der Farbstoffkonzentration im gegebenen Tropfen infolge seiner Teilung
und Ergénzung des Anfangsvolumens des Tropfens mit dem vorgegebenen Fluid;

Fig. 5 Diagrammdarstellung der in der Zeit zunehmenden optischen Dichte in einem vervielfachten Chemostat in
der Abhéngigkeit von der Konzentration der Antibiotika;

Fig. 6  Diagrammdarstellung der in der Zeit zunehmenden optischen Dichte in 9 ausgewéahlten Mikrotropfen, die 3
verschiedene Konzentrationen der Antibiotika enthalten;

Fig. 7 Diagrammdarstellung der zyklisch zunehmenden optischen Dichte in der Zeit im gegebenen Tropfen infolge
seiner Teilung und Erganzung des Anfangsvolumens des Tropfens mit dem vorgegebenen Fluid bei mangeln-
der Zunahme der optischen Dichte im Kontrolltropfen, der keine Bakterien enthalt, und

Fig. 8 Diagrammdarstellung der optischen Dichte fiir alle Tropfen des vervielfachten Chemostats an zwei ausge-
wahlten Messpunkten.

Beispiel 1

[0021] In einem bevorzugten Ausfihrungsbeispiel wird der im Mikrokanal befindliche Tropfen in zwei Tropfen mit einstell-
barem Volumenverhéltnis an einer T-Kreuzung geteilt. In dem in Fig. 1a schematisch dargestellten Beispiel wird der im
Kanal 2 befindliche Tropfen 1 zur T-Kreuzung 3 mithilfe einer mit dem Ventil 4 einstellbaren Strémung der kontinuierlichen
Flussigkeit verlagert. Vorzugsweise besitzt eine T-Kreuzung zwei Abfuhrkanale 5, 6, mit verschiedenen hydrodynamischen
Widerstanden. Vorzugsweise zeichnet sich der Kanal 5 durch einen wesentlich kleineren hydrodynamischen Widerstand
als der hydrodynamische Widerstand der Leitung 6 aus. Durch eine solche Widerstandsverteilung fliesst das die Kreu-
zung 3 eintretende Fluid in die Kanédle 5 und 6 mit verschiedenen volumetrischen Flussraten ein. Insbesondere ist das
Verhéltnis des volumetrischen Flusses im Kanal 5 zu dem volumetrischen Fluss im Kanal 6 umgekehrt proportional zu
dem Verhaltnis der hydrodynamischen Widerstande der Kanéle 5 und 6. Ein die Kreuzung 3 eintretender Tropfen wird in
zwei Tropfen zerrissen, wobei das Verhaltnis des Volumens des Tropfen, der in den Kanal 5 einfloss, zu dem Volumen
des gebildeten Tropfens, der in den Kanal 6 einfloss, in einer sehr guten Annaherung dem Verhaltnis der volumetrischen
Flisse durch die Kanale gleich ist. Um das Verhéltnis der zu entstehenden Tropfen einstellen zu kénnen, ist der Kanal 5
mit einem zuséatzlichen Einlauf 9 mit dem durch das Ventil 8 einstellbaren Fluss ausgerlstet. Der Kanal 5 teilt sich in zwei
Segmente: das Segment 10 — von der Kreuzung 3 bis zur Kreuzung mit dem Kanal 9, sowie das Segment 11 — hinter
der Kreuzung mit dem Kanal 9. Wenn das Ventil 8 gedffnet ist, &ndert das aus dem Kanal 9 in den Kanal 5 ausfliessen-
de Fluid das volumetrische Verhaltnis der Flussraten in den Kanélen 11 und 6. Dadurch wird der Tropfen in einem von
der Tropfenposition zum Zeitpunkt, in dem das Ventil 8 im zuséatzlichen Kanal 9 geéffnet wird, und von der Offnungszeit
dieses Ventils abhangigen Verhéltnis geteilt. Anschliessend wird das Ventil 8 gesperrt, und die neugebildeten Tropfen mit
den festgelegten Volumina 12,13 werden in einen weiteren Teil des Systems verlagert. In einem bevorzugten Beispiel ist
Uber/unter der Kreuzung 3 ein Sensor 14 angebracht, der die elektronische Vorrichtung (nicht gezeigt in der Abbildung)
Uber den Fluss der Tropfen informiert. In einer bevorzugten Ausflihrung, aber nicht einschrénkend, ist es ein optischer oder
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ein elektrischer Sensor. In dem Beispiel schaltet die elektronische Vorrichtung die Ventile 4, 8 so um, dass es moglich ist,
verschiedene Teilungsverhaltnisse der Tropfen zu erzielen. Vorzugsweise ist die Lange des zu teilenden Tropfens gleich
einigen Kanalbreiten — dies kann durch die Verengung des Kanals vor der T-Kreuzung erzielt werden.

Beispiel 2

[0022] In einem bevorzugten Ausflihrungsbeispiel eines vervielfachten Chemostats innerhalb der Tropfen in einem Mi-
krofluidiksystem wird eine Bakterienkulturen enthaltende Tropfensequenz 15 in das System eingefliihrt und zwecks Inku-
bation und Beobachtung des Wachstums der Mikroorganismen 16 hin und zurtick rezirkuliert (Fig. 2a). Nach einer vorge-
gebenen Zeit T werden die Tropfen bedarfsgeméass 17 geteilt und ein Teil der Kultur 18 (Fig. 2b) beseitigt. Diese Teilung
kann in verschiedenen, im Voraus vorgegebenen oder von den Messergebnissen der Konzentration der Mikroorganismen
(gemessen an optischer Dichte, Turbiditat, Lumineszenz oder an einem anderen Marker des Wachstums und der Leben-
digkeit der Mikroorganismen) abhé&ngigen Verhéltnissen durchgefihrt werden. Die H&ufigkeit der Teilungen und das Volu-
men der zu beseitigenden Fraktion entscheiden Uber die Verdlnnungsrate D:

_In(1-F)
== (1)

wo D die Verdiinnungsrate und F die in aufeinanderfolgenden Verdlinnungen zu ersetzende Fraktion bedeuten, und T der
Zeitraum zwischen den aufeinanderfolgenden Verdiinnungen ist. Die nachste Stufe ist die Ergénzung der Tropfen 19 mit
einer Portion frischen Nahrbodens 20, dessen Volumen dem der beseitigten Zuchtkultur 18 gleich ist (Fig. 2¢). Dieser
Zyklus kann theoretisch beliebig viele Male wiederholt werden.

D

Beispiel 3

[0023] In einem bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel der Teilung der Tropfen ist eine hochgenaue Tropfenteilung méglich,
worin der Fehler 1% nicht Uberschreitet und flir grosse Tropfen kleiner ist. Ein beispielhaftes Diagramm stellt das Volumen
eines 2-pl-Tropfens nach der Teilung vor. Es ist charakteristisch, dass die Teilung des Tropfens von der vom Operator
vorgegebenen Teilung nicht abweicht, und, wie schon erwahnt, dass der relative Fehler zwischen dem gew(nschten und
dem erzielten Volumen nicht grésser als 1% ist.

Beispiel 4

[0024] In einem bevorzugten Ausflhrungsbeispiel der Teilung der Tropfen (Fig. 4) ist es méglich, einen Farbstoff enthal-
tenden Tropfen zu teilen, und anschliessend einen der neu entstandenen Tropfen mit einem Farbstoff nicht enthaltenden
Tropfen oder einem Farbstoff enthaltenden Tropfen so zu vereinigen, das die Farbstoffkonzentration in demselben Tropfen
durch sehr viele Teilungen erhéht oder reduziert werden kann. Ein beispielhaftes Diagramm stellt die Anderung der Farb-
stoffkonzentration im gegebenen Tropfen (in diesem Fall 1pl) infolge deren Teilung und Erganzung des Tropfenanfangsvo-
lumens mit dem vorgegebenen Fluid vor. Sowohl die bevorzugte Auswirkung der Teilung des Tropfens wie auch das Ver-
fahren zur Tropfenvereinigung haben zur Folge, dass sich die Konzentration innerhalb des Tropfens wesentlich &ndert, und
zwar nach einem vorher festgelegten, mit der vorgegebenen Tropfenteilung véllig gebundenen Schema. Die bevorzugte
Wiederholbarkeit dieses Phanomens, dessen relative Abweichung (zwischen der vom Operator des Mikrofluidiksystems
vorgegebenen und der tatséchlich erzielten Konzentration) in der zu beschreibenden Erfindung unter 1% liegt, erweist sich
als entscheidend, insbesondere bei praziser Kontrolle der Tropfenzusammensetzung.

Beispiel 5

[0025] In einem anderen bevorzugten Ausflihrungsbeispiel kann ein System gemass der Erfindung bei einer langfristigen
Zichtung von Mikroorganismen zum Einsatz kommen (Fig. 5), darunter bei der Kultivierung von Bakterien E.coli in Ge-
genwart von Antibiotika oder anderen das Wachstum von Mikroorganismen beeinflussenden Substanzen. In dem Beispiel,
in einer zum System (Fig. 2) analogen Anordnung, wurden langfristig Mikroorganismen bei 6 verschiedenen Konzentra-
tionen von Antibiotikum Tetracyclin kultiviert, wobei jede Konzentration in mindestens drei Tropfen, jeder von denen ein
Mikrochemostat war (Fig. 6), gepruft wurde. In gleichen Zeitabstédnden war das Wachstum von Bakterien in einer spek-
trophotometrischen Messung mit einem mit dem System integrierten Lichtleiter verfolgt. Unerwartet haben die Erfinder
bemerkt, dass es mdéglich ist, Bakterienwachstumskurven flir verschiedene Konzentrationen des Antibiotikums zu bestim-
men. Ahnlich unerwartet stellte es sich heraus, dass sich die Kurven durch eine hohe Reproduzierbarkeit auszeichnen.

Beispiel 6

[0026] Ahnlich ist es méglich, dasselbe System zur Kultivierung einschliesslich der Kulturverdiinnung (Fig. 7) einzusetzen.
In dem dargestellten Beispiel wurde der Tropfen nach einem gewissen Zeitraum des kontinuierlichen Wachstums mit der
in dem vorliegenden Antrag beschriebenen Erfindung asymmetrisch geteilt, wodurch 70% des Tropfenvolumens beseitigt
und die Ubriggebliebenen 30% des Anfangstropfens mit einem Tropfen des frischen Nahrmediums, mit einem Volumen
gleich der beseitigten Portion der Zuchtkultur, vereinigt wurden. Dadurch bekamen die Bakterien neue Quellen von Néhr-
substanzen und konnten ihr Wachstum fortsetzen. Unerwartet haben die Erfinder der vorliegenden Erfindung bemerkt,
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es kommt zu keiner unvorteilhaften Kreuzkontamination zwischen den Bakterien enthaltenden Tropfen und den allein das
N&hrmedium enthaltenden Kontrolltropfen, die keinen nachweisbaren Wachstum von Mikroorganismen zeigten (Fig. 8).

Patentanspriiche

1.

Verfahren zur Teilung eines Tropfens an einer mikrofluidischen Kreuzung, umfassend einen Zufuhrkanal, einen ersten
Abfuhrkanal mit einem zusatzlichen Kanal und einen zweiten Abfuhrkanal, gekennzeichnet dadurch, dass es die
folgenden Etappen umfasst:

a. Zufithrung des Tropfens (1) an die mikrofluidische Kreuzung (3) durch den Zufuhrkanal (2) mithilfe einer Strémung
einer kontinuierlichen Phase durch den Zufuhrkanal (2) sowie den ersten Abfuhrkanal (5) und den zweiten Abfuhrkanal
(6),

b. Steuerung des Verhéltnisses der Flussraten in den Abfuhrkanélen (5, 6) durch Férdern oder Absaugen der kontinu-
ierlichen Phase durch den zuséatzlichen Kanal (9), mindestens bis zum Zeitpunkt, wenn der sich im ersten Abfuhrkanal
(5) befindende Teil des Tropfens (1) von dem sich im zweiten Abfuhrkanal (6) befindenden Teil des Tropfens abreisst.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dass die Strémung automatisch gesteuert wird, wobei ein
Sensor (14) Uber oder unter der mikrofluidischen Kreuzung (3) angebracht und unmittelbar oder mittelbar mit einem
Ventil (8) verbunden ist, Uber das die Strémung in dem zusétzlichen Kanal (9) kontrolliert wird.

Verfahren nach Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, dass der Sensor (14) eine Kamera beinhaltet.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, gekennzeichnet dadurch, dass der Zufuhrkanal (2), der erste Abfuhr-
kanal (5) und der zweite Abfuhrkanal (6) miteinander die Winkel von entsprechend 180°, 90° und 90° bilden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, gekennzeichnet dadurch, dass der Zufuhrkanal (2), der erste Abfuhr-
kanal (5) und der zweite Abfuhrkanal (6) miteinander die Winkel von entsprechend 150°, 60° und 150° bilden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, gekennzeichnet dadurch, dass der Zufuhrkanal (2), der erste Abfuhr-
kanal (5) und der zweite Abfuhrkanal (6) miteinander die Winkel von entsprechend 120°, 120° und 120° bilden.

Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriche 1 bis 6, gekennzeichnet dadurch, dass der Tropfen (1) im Volu-
menverhéltnis von 1:999 bis 999:1 geteilt wird.

Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriche 1 bis 6, gekennzeichnet dadurch, dass der Tropfen (1) im Volu-
menverhaltnis von 1:99 bis 99:1 geteilt wird.

Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriche 1 bis 6, gekennzeichnet dadurch, dass der Tropfen (1) im Volu-
menverhéltnis von 1:9 bis 9:1 geteilt wird.
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