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(57) Zusammenfassung

Verfahren und Vorrichtung zum Durchmischen von Fliissigkeiten wobei ein periodisch pulsierend auf eine Fliissigkeitsmenge in einer
Mikrotiterplattenkavitit einwirkender Gasstrom bei geeigneter Gasart, Frequenz, Stirke, Richtung und geeignetem Querschnitt ein schnelles
Durchmischen der Fliissigkeit in der Mikrotiterplattenkavitit bewirkt, ohne dass es zu Blasenbildung in der Fliissigkeit kommt, welche das
nachfolgende lichtoptische Konzentrationsmessverfahren storen konnte.
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Verfahren und Vorrichtung zum Durchmischen von Fliissigkeiten in

Mikrotiterplatten

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum beriihrungsfreien
Durchmischen von LOsungen in den Kavitdten von
Mikrotiterplatten.

Homogene L&sungen in Mikrotiterplatten sind ndtig, wenn
chemische Reaktionen mit Messungen der optischen Dichte in den
einzelnen Kavitdten einer Mikrotiterplatte definiert ablaufen

miissen.

Diese Messungen werden in groBem Umfang fiir diagnostische
Verfahren benutzt. In solchen Fédllen kann ein verbessertes
Mischverfahren von Bedeutung sein.

Verfahren zum beriihrungsfreien Mischen von Fliissigkeiten sind
in umfangreichem Mafe bekannt. Die angewendeten Verfahren
stiitzen sich zum einen auf die {lbertragung von Schwingungen auf
die Fliissigkeit enthaltenden GefdBe oder nutzen strdmende

‘Fliissigkeiten oder Gase, um durch Verwirbelung ein Vermischen

zu erreichen. Verfahren zur Herstellung homogener L&sungen in
Mikrotiterplatten griinden sich auf die mechanische {ibertragung
von beschleunigten Bewegungen auf die Mikrotiterplatte.

Dabei werden zwei Grundprinzipien genutzt:
A. Lineare beschleunigte Bewegungen:

Die Mikrotiterplatte wird durch einen Schwingungsgeber in
riittelnde Bewegungen versetzt. Durch Ausnutzen der Trédgheit der
Fliissigkeit wird bei geeigneter Schiittelfrequenz eine solche
Bewegung in der Flissigkeit erreicht, die ein Durchmischen zur
Folge hat. Schwingungsgeber ist iiblicherweise eine
Schiittelmaschine, wie sie in chemischen Laboratorien auch fiir
das Durchmischen gr&ferer Flissigkeitsmengen benutzt wird, oder

auch eine extra als "Mikroplattenschiittler" vertriebene
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Vorrichtung. Schwingungsgeber kann aber auch ein iiber eine
Steuerung beeinfluBbarer, zielgerichtet linear bewegter Wagen
sein, auf den die Mikrotiterplatte gestellt wird, wie dies
beispielsweise im Mikrotiterplatten-Auswertesystem (MR 7000)
der Firma Dynatech (14340, Syllyfield Circle, Chantilly, VA

22021, USA) realisiert wird.

B. Kreisfdrmig beschleunigte Bewegung

Die Mikrotiterplatte wird kreisf&rmig so beschleunigt, daB die
Fliissigkeit in den einzelnen Kavitdten auf Grund ihrer Trdgheit
in kreisende Bewegung versetzt wird. Durch diese kreisende
Bewequng soll ein Durchmischen erreicht werden. Bewegungsgeber
ist iiblicherweise eine Schiittelmaschine, wie sie in chemischen
Laboratorien auch fiir das Durchmischen gr&ferer
Fliissigkeitsmengen benutzt wird.

Beide unter A und B angefiihrten Verfahren nutzen die Trdgheit
der Fliissigkeit bei einer auf sie wirkenden beschleunigten

Bewegung aus.

Diese Verfahren sind fiir grdBere Fliissigkeitsmengen sehr gut
geeignet. Infolge der kleinen Volumina der Kavitdten in
Mikrotiterplatten und deren Geometrie treten aber hier die
Nachteile dieser Verfahren zutage. Da die Trégheit direkt
proportional zur Masse ist, muB bei kleinen Fliissigkeitsmengen
eine besonders hohe Beschleunigung angewendet werden, um eine
solche Fliissigkeitsbewegung zu erreichen, die ein Durchmischen
zur Folge hat. Von weiterem Nachteil sind die Adh&sion der
Fliissigkeit an der Mikrotiterplatte. In zylindrischen Gefafien
verhalten sich die mit der Fliissigkeit wechselwirkenden
Oberflédchen umgekehrt proportional zur Fliissigkeitsmenge.
Kleinere Fliissigkeitsmengen sind, bezogen auf das Volumen,
grdBeren Adhdsionskréften ausgesetzt als gréBere
Fliissigkeitsvolumina. Ebenso verhdlt es sich mit der
Oberfldchenspannung.

Um dennoch mit dem angewendeten Wirkungsprinzip eine exakte
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reproduzierbare Durchmischung der Losungen in allen 96

 Kavititen einer Mikrotiterplatte zu erreichen, miifte eine

unpraktikabel hohe Beschleunigung angewendet werden. Diese
notwendigen hohen Beschleunigungen kénnen ihrerseits zu
Resonanzerscheinungen der Titerplatte fiihren, in deren Ergebnis
es zu Zonen auf der Titerplatte kommen kann, in denen die
Durchmischung sehr langsam erfolgt, und zu Bereichen, in denen
Fliissigkeit aus den Kavitdten herausspritzt.

Die oben angefiihrte M8glichkeit, durch strémendes Gas eine
Durchmischung zu erreichen, wird beim Mischen von Fliissigkeiten
in Mikrotiterplatten bisher nicht angewendet, da sie in der
bisher beschriebenen Art das nachfolgende lichtoptische
MeBverfahren durch Einbringen von Gasblasen stdren wiirde. So
wurde beispielsweise in der DE-0S 28 37 002 eine Technik
beschrieben, in der ein Propeller Luft auf eine
Fliissigkeitsoberfldche in der Art blédst, daB die Fliissigkeit
gemischt wird und Gasblasen in die Fliissigkeit eingetragen
werden. Dieses Einbringen von Gasblasen wurde auch in den
DE-OS‘en 30 07 842 und 33 13 382 beschrieben, die ebenfalls Gas
zum Vermischen nutzen. GemdB der DE-0S 32 46 791 wird zum

Umriihren von Fliissigkeiten unter Vakuum, insbesondere von

viskosen Zuckerrohprodukten, Luft kontinuierlich oder
impulsartig in den die Flissigkeit enthaltenden Behdlter
eingeblasen, der in seiner Behdlterwand oder seinem Innenraum
eine oder mehrere Injektordiisen aufweist. Aber auch in dieser
Anwendungsart werden Gaéblasen in die Fliissigkeit eingebracht,
die die Anwendung in Mikrotiterplatten verbieten.

Aus den angefiihrten Griinden ist es mit den genannten Methoden
nur schwer mdglich, innerhalb weniger Sekunden eine
Durchmischung von Fliissigkeiten in Mikrotiterplatten zu
erreichen, die das in Mikrotiterplatten angewandte spezielle
lichtoptische Mefverfahren nicht nachteilig beeinflussen.

bliche Mischungen mit Hilfe eines Magnetriihrers kdnnen nicht
durchgefiihrt werden, da der Lichtstrahl durch den Riihrer

gestdrt werden kann.
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Ziel der Erfindung ist die schnelle Durchmischung von
Fliissigkeitsmengen in Mikrotiterplatten mit einer
beriihrungsfreien Methode, welche sich insbesondere fiir die
nachfolgende, auch zeitabhdngige lichtoptische
Konzentrationsbestimmung in den Fliissigkeiten eignet.

Aufgabe der Erfindung ist es, ein neuartiges Verfahren sowie
eine Vorrichtung zur schnellen beriihrungsfreien Durchmischung

von Flissigkeiten in Mikrotiterplatten zu schaffen.

Uberraschend wurde gefunden, daB ein periodisch intermittierend
auf eine Fliissigkeitsmenge in einer Mikrotiterplattenkavitat
geblasener Gasstrom bei geeigneter Gasart, Frequenz, Stdrke,
Richtung und geeignetem Querschnitt ein schnelles Durchmischen
der Fliissigkeit in der Mikrotiterplattenkavitdt verursacht,
ohne dafl es zur Blasenbildung in der Fliissigkeit kommt, die das
nachfolgende lichtoptische Konzentrationsmefverfahren stdren
kdnnte.

Bei dem erfindungsgemédfen Verfahren wird ein Gasstrom so auf
die Fliissigkeitsoberfldche gelenkt, daB nur ein Teil der
Fliissigkeitsoberfldche von dem Gasstrom getroffen wird. Dadurch
wird die Fliissigkeit, die dem Gasstrom ausgesetzt wird
verdrdngt. L&Bt der Gasdruck nach, kann die Fliissigkeit wieder
zuriickstrémen. Durch mehrmaliges Wiederholen dieses Vorganges
wird die Fliissigkeit in der Mikrotiterplatte in der gewilinschten

Art und Weise durchmischt.

Als Gasart sind alle Gase oder Gasgemische geeignet, die keine
unerwiinschten Wechselwirkungen mit der in der Mikrotiterplatte
vorhandenen Fliissigkeit zeigen. Als besonders geeignet fiir
wassrige Losungen erwies sich Luft, aber auch Stickstoff und

Argon.

Die Frequenz des intermittierenden oder pulsierenden Gasstroms
muf3 so klein sein, daB zumindest ein Teil der verdrédngten
Fliissigkeit zuriickflieBen kann. Dies ist abhdngig von der

Viskositdt der Fliissigkeit. Die Frequenz mufl andererseits so
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grof sein, daB das Mischen der Fliissigkeiten in den
Mikrotiterplatten in einer fiir den Anwender ausreichend
schnellen Zeit erfolgt und wird vorzugsweise zu etwa 6 Std&fen
je Sekunde gewdhlt. Allgemein kann man aber sagen, daB eine
Frequenz von 1 bis 10 geeignet ist.

Die Stdrke des pulsierenden Gasstroms muB so gewdhlt werden,
daB er stark genug ist, um einen Teil der Fliissigkeit, die dem
Gasstrom ausgesetzt ist, zu verdrdngen. Er darf aber nicht so
stark sein, daB Fliissigkeit aus der einzelnen
Mikrotiterplattenkavitdt herausgedriickt wird. Die Stédrke muB
weiterhin so gewdhlt werden, daB es auf Grund sich ausbildender
Turbulenzen an der dem Gasstrahl ausgesetzten
Fliissigkeitsoberfldche nicht zur Bildung von Gasblasen kommt.

Die Richtung des Gasstrahls ist vorzugsweise senkrecht auf die
Fliissigkeitsoberfldche gerichtet. Diese Verfahrensweise fiihrt
zu einem pulsierenden Mischungsverhalten der Fliissigkeit. Es
kann aber auch von Vorteil sein, den Gasstrahl schrédg auf die
Fliissigkeitsoberfldche zu richten. Bei geeigneter schrdger
Anordnung des pulsierenden Gasstrahls auf die Randzone der
Fliissigkeitsoberfldche kann es zu kreisenden Bewegungen der
Fliissigkeit kommen und eine Durchmischung erreicht werden. Der
Winkel mit dem der Gasstrahl bei einer nicht senkrechten
Anordnung auf die Fliissigkeitsoberfdche trifft, muB so gewdhlt
werden, daB keine Fliissigkeit aus der einzelnen
Mikrotiterplattenkavitdt durch den Gasstrom herausgerissen
wird.

Der Gasstrom sollte so beschaffen sein, daB etwa 30-60 % der
Fliissigkeitsoberfldche dem Gasstrom ausgesetzt werden. Es kann
aber auch von Vorteil sein, mehr als 60 % oder aber weniger als
30 % der Fliissigkeitsoberfldche dem Gasstrom auszusetzen. Wird
der Querschnitt zu klein gewdhlt, kann es neben einer
Verminderung der Mischgeschwindigkeit zu unerwiinschter
Blasenbildung kommen. Der Querschnitt des Gasstrahls soll
vorzugsweise kreisfdrmig sein. Starke Abweichungen von dieser

Kreisférmigkeit k&nnen ebenfalls zum EinschluB von Gasblasen in
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das Fliissigkeitsmedium fiihren.

Legenden zu den Figuren:

Fig. 1:
Fig. 2:
Fig. 3:

Schema der Mischvorrichtung fiir Mikrotiterplatten

EinfluB des Mischvorgangs auf die Extinktion einer
Lésung von 10 pl Haemoglobinl&sung, die mit 200 ul
Puffer versetzt wurde, gemdf Beispiel 1.

Ordinate jeder einzelnen Kavitdt: 1.2-2.2 E bei

405 nm Abszisse jeder einzelnen Kavitdt: 10-753
Sekunden (Zeit, nach Zugabe der Pufferldsung)

Die Kavitdten von Spalte Al bis Hl ohne Verwendung
der Mischeinrichtung.

Die Kavitdten von Spalte A2 bis H2 unter Verwendung
der Mischeinrichtung.

Mischzeit: 2 Sekunden nach Zugabe der Pufferldsung.

EinfluB des Mischvorgangs auf die Geschwindigkeit der
durch die Peptidyl Prolyl cis/trans Isomerase
katalysierten Reaktion gemaB Beispiel 2.

Ordinate jeder einzelnen Kavitdt: 0.73-0.9 E bei

390 nm Abszisse jeder einzelnen Kavitdt: 81 - 637
Sekunden Die Kavitdten der Zeilen Al bis Al2, Bl bis
B12 und Cl bis Cl2 unter Verwendung der
Mischeinrichtung.

Die Kavitdten der Zeile D1 bis D12 waren leer.

Die Kavitdten der Zeilen El bis El12, Fl bis Fl12, Gl

.bis G12 und Hl bis H12 wurden nicht gemischt.

Gemischt wurde unmittelbar nach Zugabe der letzten
Losung durch den eingebauten automatischen Dosierer
des Dynatechgerdtes. Die Mischzeit betrug 7 Sekunden.

Beispiel 1:

Um das Gas erfindungsgemdB auf die Fliissigkeitsoberfldche

richten zu kénnen, wurde die in Fig. 1 dargestellte Anordnung
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gewdhlt. Aus einer handelsiiblichen Druckflasche mit Stickstoff
wurde ein Gasstrom mit einem Druck von 5 bar iiber eine 1 m
lange Schlauchleitung (d = 100 mm) zu einer Wdlzschlauchpumpe
geleitet. Der Pumpenschlauch 5 besitzt einen Innendurchmesser
von 80 mm. Der Pumpenschlauch wurde dann direkt zu dem
Gasverteiler 1 der in Fig. 1 dargestellten Mischeinrichtung
gefilhrt. Der PreBdruck des Pumpenschlauchs an die
Pumpenrollbiigel und die Fdrdergeschwindigkeit wurden so
eingestellt, daB der Gasstrom stofiweise mit einer Frequenz von
etwa 6 GasstéBen je Sekunde aus den 8 Diisen 2 auf die
Fliissigkeitsoberfldache auftreffen konnte.

Mit dieser Anordnung wurden mit den im weiteren beschriebenen
Verfahrensweisen und Losungen die in Fig. 2 dargestellten
Ergebnisse erhalten. Folgende Ldsungen wurden verwendet:

Pufferlésung: 0,035 m HEPES Puffer Ph 7,6
StammlSsung A: Die Stammldsung A ist eine LOsung von

menschlichem Haemoglobin

In 8 Kavitdten 4 einer Mikrotiterplatte 3 wurden 10 pl der

. Stamml&sung A pipettiert. Unmittelbar vor dem Mischen wurden

mit einer 8 Kanalpipette 200 pl der PufferlSsung in einem
Schritt zu den vorgelegten 10 pl pipettiert. Anschliefiend
wurden die Extinktionen dieser 8 Kavitdten iiber einen Zeitraum
von 600 Sekunden in Intervallen von etwa 10 Sekunden. bei 390 nm
mit einem handelsiiblichen Mikrotiterplattenreader bei 6 °C

gemessen.

In einem anderen MeBansatz wurde zu Vergleichszwecken die oben
angefiihrte Prozedur mit Ausnahme des Mischens wiederholt. Die
in der Fig. 2 zusammengefaBten Ergebnisse zeigen zwei Spalten
einer Mikrotiterplatte mit den Kavitdten Al bis Hl (Spalte 1)
und A2 bis H2 (Spalte 2). Die Extinktions-Zeitverldufe in
Spalte 2 wurden unter Einbeziehen eines zwei Sekunden dauernden
Mischschrittes erhalten. Die Extinktions-Zeitverldufe in

Spalte 1 wurden ohne Mischen erhalten. Als Zeit t=0 wurde der
Zeitpunkt der Zugabe der Haemoglobin-Stammldsung benutzt.
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Die Endextinktionen der ungemischten Proben erreichen auch nach
mehr als 10 Minuten nicht den exakten Endwert. Visuell lassen
sich auch nach 20 Minuten noch Inhomogenitdten in den einzelnen
Kavitdten beobachten. Alle gemischten Proben weisen nach der
Mischzeit gleiche Endextinktionen auf.

Beispiel 2:

Als Mischgas wurde Druckluft verwendet, die mittels eines
handelsiiblichen Laborradialliifters hergestellt wurde. Die
Férdermenge betrug 9 m’/h bei einer Druckh&he von 450 mm
Wassersdule. Entsprechend Fig. 1 wird die Druckluft iiber eine
Schlauchzufiihrung 5 von 100 cm Lidnge mit einem Innendurchmesser
von 90 mm zu einem Gasverteiler 1 gefiihrt.

Die Taktfrequenz des im Gasverteiler befindlichen
motorgetriebenen 12-Kanalventils ist iiber die
Motorgeschwindigkeit steuerbar. Die vom Ventil ausgehende
Druckluft wird {iber Diisen 2 auf die Fliissigkeitsoberfldche der
einzelnen Kavitdten 4 gelenkt. Die Diisen 2 waren 30 mm lang und
wiesen einen kreisférmigen Querschnitt auf. Die Diisen 2 wiesen
Durchmesser von 2 mm am verjiingten Ende und 5 mm an der
Lufteintrittsdffnung auf.

Die Frequenz des Luftstroms je Einzeldiise wurde zu 3
Luftimpulsen je Sekunde eingestellt. Der Abstand der Diisen 2
der in Fig. 1 abgebildeten Kammer zur Mikrotiterplatte 3 betrug
5 mm.

Die nachfolgend beschriebene Messung wurde mit folgenden

Losungen vorgenommen:

Reaktionsldsung A:
25 mg Chymotrypsin geldst in 25 ml 0,035 m HEPES Puffer Ph 7,6
Probeldsung:
gleiche Konzentrationen von biologischen Rohhomogenaten,
die Peptidyl Prolyl cis/trans Isomeraseaktivitd@t gegeniiber

dem Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-p-Nitroanilid aufwiesen
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Reaktionslésung B:

1 mg/ml Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-p-Nitroanilid gel®st in einer
Lésung von 1 ml 0.035 m HEPES Puffer Ph 7,6 plus 10 pl
Dimethylsulfoxid

Durchfithrung der Messung:

Mit Hilfe einer automatischen Pipettierstation der Firma
GILSON/USA wurden jeweils 10 pl der einzelnen Probe in jede
einzelne Kavit#dt pipettiert. Die Kavitdten D1, D2, D3, D4, D5,
D6, D7, D8, D9, D10, D11 und D12 wurden nicht mit Probenl&sung
versehen. Alle weiteren MeB- und Pipettiervorgédnge wurden mit
Hilfe eines programmierbaren kommerziellen Mikrotiter-
plattenreaders "MR 7000" der Firma Dynatech/USA mit den oben
aufgefiihrten Losungen, mit folgenden Einzelschritten

vorgenommen:

1. Mit der 8-fach-Pipettierung werden automatisch je 120 ul
Reaktionslésung A in jede Kavitdt pipettiert. In die Kavitdten
pi1, p2, D3, p4, DS, D6, D7, D8, D9, D10, D11l und D12 wurde
keine Reaktionslésung pipettiert.

2. Innerhalb von 7 Sekunden werden mit der 8-fach-Pipettierung
automatisch je 20 pl Substratlésung je Kavitdt pipettiert. In
die Kavitdten D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10, D1l und
D12 wurde keine Substratldsung pipettiert.

3. Fiir 7 Sekunden wird die Mikrotiterplatte in "Warteposition"
gefahren.

4. Wiahrend dieser 7 Sekunden wird die Mikrotiterplatte in der

oben angegebenen Weise gemischt.

5. Danach wird die Extinktion aller Kavitdten der
Mikrotiterplatte im Zeittakt von etwa 9 Sekunden 70 mal
gemessen.
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Die erhaltenen Extinktionsdnderungen, deren Kurve einer
Reaktion erster Ordnung entspricht, lassen sich graphisch
darstellen. In Fig. 3 ist das Ergebnis einer solchen Messung
abgebildet. Um die Wirkung der Mischeinrichtung einschdtzen zu
kénnen, wurden nur die ersten drei Reihen in der angegebenen
Weise gemischt. Das "Nicht mischen" wurde durch die
Unterbrechung der entsprechenden Diisen erreicht.

Die MeBkurven lassen sich wie unter EP 0 360 029 Al
beschrieben, auswerten. Die entsprechenden
Geschwindigkeitskonstanten, die Mittelwerte und die
Standardabweichungen der Geschwindigkeitskonstanten gleicher
Enzymkonzentrationen, mit und ohne Mischung, sind in Tab. 1
zusammengefalt.

Tab. 1:

EinfluB des Mischvorganges auf die Geschwindigkeitskonstante
(k) der Peptidyl Prolyl cis/trans Isomeraseaktivitdt(®).
Statistische Auswertung der in Fig. 3 abgebildeten MefBkurven

Reihe k (s Ak (s7)
[Mittelwert] [Standardabweichung] Mischart

Al - Al2 0,0162 .0008 patentgemédsi
Bl - H12 0,0161 .0010 patentgemdh
Cl - C12 ~0,0162 .0009 patentgemiB
El - E12 0,0137 .0050 Dynatech ®)
F1 - F12 0,0158 .0019 Dynatech ?)
Gl -~ Gl12 0,0214 .0097 Dynatech °)
H1l - H12 0,0147 .0064 Dynatech P)

) Berechnung nach EP 0 360 029 Al

®) Mischung mit dem internen Mischer des
Mikrotiterplattenreaders

"MR7000" der Firma Dynatech fiir 7 Sekunden
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum beriihrungsfreien Durchmischen von
Fliissigkeiten in Kavitdten einer Mikrotiterplatte, bei welchem
ein Gasstrom mit einem Querschnitt, der kleiner ist als der
lichte Querschnitt der jeweiligen Kavitdt, mit niedriger
Frequenz intermittierend in die Kavitdt geblasen wird, derart,
daBl eine Teilfliissigkeit in der Kavitdt unter dem Druck des
auftreffenden Gasstroms blasenfrei verdridngt und durch Absenken
des Druckes filir das ZurlickflieBen wieder freigegeben wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei welchem eine Frequenz im
Bereich von 1 bis 10 Hz, vorzugsweise von 6 Hz angewendet wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei welchem der
Querschnitt des Gasstroms 30 bis 60 % des lichten Querschnittes
der Kavitdt betréagt.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, bei welchem der
Gasstrom senkrecht zu der Flissigkeitsoberfldche ausgerichtet

ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, bei welchem der
Gasstrom schrdg zur Fliissigkeitsoberfldche ausgerichtet und auf
eine Stelle im Abstand von der Achse der Kavitdt gerichtet

wird.

6. Vorrichtung zum Durchmischen von Fliissigkeiten in Kavitdten
einer Mikrotiterplatte, mit einem Gasverteiler (1), der eine
der Anzahl der Kavitdten (4) der Mikrotiterplatte (3)
entsprechende Mehrzahl von Gasdiisen (2) aufweist, die jeweils
auf eine der Kavitdten (4) ausgerichtét sind und deren
Diisenmiindung einen kleineren Durchmesser als der Durchmesser
der Kavitdten (4) aufweisen, einer an den Gasverteiler (1)
angeschlossenen Druckluftquelle und einer den Gasdiisen (2)
zugeordneten Steuerung, mit welcher eine mit niedriger
Taktfrequenz von 1 bis 10 Hz intermittierende Gaszufuhr zu den

Gasdiisen (2) einsteuerbar ist.
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