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Kurzfassung

Diese Arbeit untersucht die Verwendung von kontaktfreien Dosiersystemen in IVD Analysegerdten. Dabei werden zwei
Herausforderungen néher betrachtet: 1) Die temperaturabhidngigen Eigenschaften der zu dosierenden Reagenzien und
deren Einfluss auf kontaktfreie Dosiersysteme, sowie 2) das Risiko von Volumenverlusten durch Satellitentropfen beim
kontaktfreien Fliissigkeitstransfer in Reaktionsgefdfle. Als Resultate werden die Fluideigenschaften (Dichte, Viskositét,
und Oberflichenspannung) einer repriisentativen Auswahl an IVD Reagenzien und deren Anderung mit der Temperatur
prasentiert, sowie mogliche Bedingungen fiir einen vollstdndigen Reagenzientransfer in das Reaktionsgefal in Abhin-
gigkeit der Umgebungsbedingungen und der Diisengeometrie vorgestellt.

Abstract

This work deals with the usage of contact-free dispensing systems for IVD analysers. Two main challenges are: 1) The
temperature dependent fluid properties and their impact on contact-free dispensing systems, as well as 2) the risk of
volume losses due to satellite formation. The results present the fluid properties of a representative selection of different
IVD reagents and their changes with the temperature. Moreover, possible conditions for a complete fluid transfer in the

reaction vessel depending on the surrounding and the nozzle geometry are shown.

1 Kontaktfreie Dosiersysteme in der
in-vitro Diagnostik (IVD)

Kontaktfreie Dosiersysteme sind eine attraktive Alternati-
ve zu konventionellen Pipettiersystemen fiir [VD Analyse-
gerite, da diese eine pridzise Volumenabgabe bis in den
Submikroliterbereich ermdglichen. Weiterhin er6ffnen die-
se Systeme eine verschleppungsfreie Pipettierung, wenn
fiir jede Fliissigkeit eine eigene Auslassdiise am Reservoir
vorhanden ist. Zudem kann das Reagenzienreservoir nahe-
zu vollstdndig verschlossen werden, was den Gasaustausch
mit der Umgebung verhindert und somit die on-board
Haltbarkeit der Reagenzien verldngert. Schlussfolgernd
konnen kontaktfreie Dosiersysteme die bendtigten Rea-
genzienvolumen sowie die damit verbundenen Kosten pro
Test erheblich verringern und gleichzeitig die Zuverléssig-
keit der Testergebnisse erhohen. [1]

1.1 Reagenzieneigenschaften bestimmen
Dosierparameter

Eine Herausforderung bei der Implementierung von kon-

taktfreien Dosiersystemen ist deren Abhéngigkeit von den

Flissigkeitseigenschaften. Ein Fluidabriss an der Diise ist

nur gewiahrleitet, wenn das Dosiersystem eine hinreichend

hohe Dynamik aufweist. Diese kann mit Hilfe der in
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Gleichung 1 dargestellten Weber-Zahl (We) beschrieben
werden. Ein Abriss der Fliissigkeit von der Diise erfolgt
oberhalb der kritischen Weber-Zahl (We,), welche fiir
Tropfen 12 und fiir Jets 8 ist [2]. Da die Weber-Zahl die
Viskositét (n) nicht berticksichtigt, sind die beschriebenen
Bedingungen nur fiir nichtviskose Fluide geeignet. Eine
Anpassung an hohere Viskosititen kann jedoch mit der
Ohnesorge-Zahl (On) und der von Brodkey in 1969 be-
schriebenen empirischen Korrelation zwischen der kriti-
schen Weber-Zahl und der Ohnesorge-Zahl erfolgen, sie-
he Gleichung 2 [3].
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Somit bestimmen die Fluideigenschaften Dichte (p), Vis-
kositdt (n) und Oberflichenspannung (0) die zu wahlen-
den Dosierparameter, wie die Dosiergeschwindigkeit (v)
und den Diisendurchmesser (d).

We
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Um mit kontaktfreien Dosiertechnologien die universelle
Einsatzbarkeit derzeitiger Pipettiertechniken zu erreichen,
sollten daher die Fluideigenschaften der IVD Reagenzien
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hinreichend bekannt sein und beriicksichtigt werden. Nur
so kann gewdhrleistet werden, dass das verwendete Do-
siersystem alle Reagenzien kontaktfrei abgeben kann.

1.2 Charakterisierung Reagenzieneigen-
schaften und Temperaturverhalten

Typischerweise haben die meisten Diagnostikhersteller
mehrere hundert verschiedene Reagenzien in ihrem Sorti-
ment. Eine Evaluierung aller Reagenzien mit deren grofien
Spanne an rheologischen Eigenschaften (Dichte, Viskosi-
tat und Oberflachenspannung) ist daher nahezu unmog-
lich.
Eine reprisentative Auswahl an IVD Reagenzien aus dem
Roche Sortiment wurde charakterisiert und ergab folgen-
de Spanne an Fluidparametern:

- Dichte: 997 — 1192 kg/m’,

- Viskositit: 0.87 — 15.6 mPas und

- Oberfldchenspannung: 26.2 — 77.8 mN/m [4].

Desweitern konnte gezeigt werden, dass zur Evaluierung
von Dosiersystemen hinsichtlich der Dosierbarkeit von
IVD Reagenzien, sieben einfache Modellfluide ausreichend
sind [4]. Bild 1 zeigt die Reagenzienlandschaft aus dem
Bereich Immunchemie, klinische Chemie, und molekular
Diagnostik, sowie die Position der Modellfluide [4].
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Bild 1 Modellfluide I-VII in der IVD Reagenzienland-
schaft bei 20 °C. Die Linien prdsentieren Fluide mit
scherratenabhingiger Viskositit zwischen 200s” und
~45000 s™". [4]
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Die Integration mehrerer Funktionalititen innerhalb eines
IVD Analysegerdtes, wie zum Beispiel 4-8 °C fiir die
Aufbewahrung der Reagenzien, 37 °C fiir die Reaktions-
filhrung und 20 °C in der Umgebung, fithren zu unter-
schiedlichen klimatischen Bedingungen. Eine Verschie-
bung der temperaturabhéingigen Reagenzieneigenschaften
ist die Folge. Dies fiihrt insbesondere bei kiihleren Tem-
peraturen zum Anstieg der kritischen Weber-Zahl, was
wiederum die benétigte Energie fiir kontaktfreies Dosie-
ren erhoht.

Daher wurde eine Auswahl an Reagenzien, zusétzlich zu
den bereits bekannten Eigenschaften bei 20 °C, bei 10 °C
und 4 °C charakterisiert. Die Messergebnisse sind in
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Bild 2 dargestellt. Sie verdeutlichen, dass sich die Fluid-
eigenschaften erwartungsgemél verdndern; je tiefer die
Temperaturen sind, desto hoher ist die Viskositit, die
Oberflachenspannung und die Dichte.
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Bild 2 Viskositidt und Oberflichenspannung von ausge-
wihlten IVD Reagenzien bei 4 °C, 10 °C, und 20 °C.
* Fluid fiir spétere Temperaturuntersuchung

Die untersuchten Eigenschaften der Reagenzien dnderten
sich folgendermaflen mit der Temperatur:

- Dichte: < 0.1 %/K

- Viskositit: 1.6 — 9.2 %/K

- Oberflachenspannung: 0.1 — 1.2 %/K
Dabei zeigte sich, dass die Reagenzien mit viskosen Be-
standteilen, wie Polyvinylpyrrolidon oder Glycerin, sowie
mit Detergenzien stirker von Temperaturdnderungen be-
troffen sind.

1.3 Temperaturschwankungen und deren
Auswirkung auf Zeit-Druck gesteuerte
Dosiersysteme

Derzeitige IVD Anwendungen dosieren {iiblicherweise
Volumen zwischen 3 und 200 pl pro Reagenz. Durch die
hohe Prizision von kontaktfreien Dosiersystemen bei ge-
ringen Volumen, kann der Reagenzienverbrauch pro Test
in den sub-ul Bereich reduziert werden [1]. Fiir diesen
Volumenbereich sind Druck-Zeit gesteuerte Dosiersyste-
me gut geeignet, da diese bei schnellen Ventiloffnungs-
und SchlieBzeiten alle Volumen innerhalb kiirzester Takt-
zeiten kontaktfrei abgeben konnen.

Zeit-Druck gesteuerte Dosiersysteme regulieren die abge-
gebenen Volumen iiber den Druck und die Offnungszeit
des Ventils. Dabei héngt der bendtigte Druck von den aus
der Viskositét resultierenden Reibungskréften (innerhalb
des Fluid und zwischen Wand und Fluid) ab. Fiir IVD
Analysegerite sind daher fiir das Reagenz angepasste Pa-
rametereinstellungen notwendig. Problematisch ist jedoch
die Verdnderung der Fliissigkeitseigenschaften mit der
Temperatur (T).

Wie grof} der Einfluss von Temperaturschwankungen auf
das dosierte Volumen ist und welche Toleranzgrenzen
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einzuhalten sind, um prézise Volumen abzugeben, soll an
dieser Stelle beispielhaft gezeigt werden. Dafiir wurde das
Vermes Dosiersystem (Vermes Microdispensing GmbH,
MDYV 3010-70) als Vertreter eines Zeit-Druck gesteuerten
Dosiersystems ausgewdhlt. Mit diesem System wurde ein
typisches IVD Reagens (siche * Bild 2) ohne viskose Zu-
sitze und mit Detergens bei 20 °C, 10 °C, und 4 °C do-
siert und die abgegebene Volumenmenge gravimetrisch
bestimmt (Messmethode siehe [5]). Die in Bild 3 darge-
stellten Ergebnisse zeigen, dass bereits eine Temperatur-
dnderung von 1 °C zu einer Volumeninderung von 3 %
fiihrt, beziehungsweise eine Anderung von 1.7 °C das Vo-
lumen um 5 % verschiebt.
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Bild 3 Einfluss der Temperatur auf das dosierte Volumen
eines Zeit-Druck gesteuerten Dosiersystems.

Wenn diese enge Temperaturgrenze nicht eingehalten wer-
den kann, ist alternativ die Verwendung von volumendi-
rektverdrangenden Dosiersystemen zu bevorzugen. Dabei
ist jedoch zu bedenken, dass durch die meist mechanische
Aktuierung der kontaktfreie Tropfenabriss bei kleinen
Volumen nur schwer erreichbar ist [6].

2 Kontaktfreier Fliissigkeitstransfer
in Reaktionsgefille

Um die prézise abgegebenen Volumen von kontaktfreien
Dosiersystemen in IVD Analysesystemen nutzen zu kon-
nen, muss gewdhrleistet sein, dass diese auch verlustfrei
ins Reaktionsgefal iiberfiihrt werden. Das ist eine Heraus-
forderung, besonders wenn ein gewisser Abstand zwi-
schen Reaktionsgefdl und Diise einzuhalten ist, zum Bei-
spiel durch geometrische Restriktionen oder um Reagen-
zienverschleppung zu vermeiden. Dabei ist die Bildung
von Satelliten, deren Flugbahn leicht ablenkbar ist, eine
Hauptursache fiir Volumenverluste.

Fiir experimentelle Untersuchungen hinsichtlich der Satel-
litenbildung wurde die ,,Cartridge for dispensing a fluid®,
als volumendirektverdringendes System, gewihlt (detail-
liertere Systembeschreibung siehe EP12167108.5; [1]).
Durch die Fluidunabhédngigkeit kdnnen somit verschie-
dene Fluide mit einem Setup dosiert werden. Die einge-
stellten Parameter fiihren zu einem Tropfenabriss im Ray-
leigh-Regime [8,14]. Dies bedeutet, dass die kritische
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Weber-Zahl iiberschritten wird, so dass das Fluid kontakt-
frei abreifit und der abgegebene Jet aufgrund von Instabi-
litdten in der Umgebung zerfallt.

2.1

Satelliten sind kleine, leichte Tropfen, welche nahezu bei
jeder kontaktfreien Jet-Dosierung entstehen. Ihr Bildungs-
prozess kann in fiinf Schritten beschrieben werden: 1)
Aufgrund von Unruhen in der Umgebung nimmt der ab-
gegebene Jet eine Sinusform an (Bild 4). 2) Instabilitdten
in der Amplitude treten auf. 3) Ausbildung von diinnen
Faden zwischen zwei Auswolbungen. 4) Am Ende der
diinnen Féaden bilden sich Haupttropfen aus. 5) Wenn ein
Haupttropfen abgeldst wird und der diinne Faden sich
nicht zu dem zusammenhéngenden Jet oder Haupttropfen
dariiber zuriickziehen kann, dann wird mindestens ein Sa-
tellitentropfen gebildet.

Auswolbungen <! !
® o

Satelliten: Entstehung und Auswirkung

Sinusformiger
Jet

Diinner Faden

Satellit
~

® o
Bild 4 Schematische Darstellung des Jetzerfalls in Haupt-
tropfen und Satelliten [7].

Haupttropfen

Die Auswirkungen der Satellitenbildung auf das dosierte
Volumen wurden in dieser Arbeit ndher untersucht. Bei
der Dosierung von 1 pul Wasser und einem Abstand zwi-
schen Reaktionsgefda und Diise von 40 mm tritt ein Volu-
menverlust von bis zu 7.4 % pro Fliissigkeitsabgabe auf.
Der gemessene mittlere Volumenverlust aller Dosierungen
mit Satelliten auBerhalt des Reaktionsgefiafles ist 5 %.

Fiir die 10 pl Dosierungen ist der Volumenfehler im Mit-
tel 0.7 % und somit prozentual gesehen erheblich geringer
als bei der 1 pl Dosierung.

Obwohl der Flissigkeitsverlust bei groferen Volumen
prozentual klein ist besteht stets das Risiko benachbarte
Reaktionsgefidle zu kontaminieren. Fiir einen Abstand
zwischen Reaktionsgefdll und Diise zwischen 20 mm und
40 mm wurden Satelliten bis zu einem Umkreis von
20 mm von der Mitte des GefdBes beobachtet.

2.2 Einflussfaktoren auf die Satelliten-
bildung

Seit dem 18. Jahrhundert werden die Einflussfaktoren auf
die Satellitenbildung untersucht. Der derzeitige Fokus
liegt in der Verbesserung heutiger Technologien, wie den
Tintenstrahldruckern, der Faserherstellung oder der Sili-
zium-Chip-Produktion. Die dabei gewonnenen Erkennt-
nisse konnen jedoch auch auf kontaktfreie Dosiersysteme
iibertragen werden. Einen Uberblick der in der Literatur
beschriebenen Einflussfaktoren auf die Satellitenbildung
gibt das in Bild 5 dargestellte Ishikawa-Diagramm.
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Bild 5 Ishikawa-Diagramm zu den Einflussfaktoren auf
die Satellitenbildung [7-14].

2.3 Bedingungen fiir vollstindigen Fliissig-
keitstransfer / Losungsvorschlige

Der Einfluss der Fluideigenschaften, der Diisenlinge und
der Umgebung auf die Satellitenbildung wurde hinsicht-
lich der Anwendung im IVD-Bereich experimentell unter-
sucht.

Die Ergebnisse bestitigen die theoretischen Annahmen; je
ruhiger und vibrationsdrmer die Umgebungsbedingungen
sind, desto weniger Satelliten werden gebildet. Zudem
konnte gezeigt werden, dass eine ldngere Diise, 12 mm
gegeniiber 2 mm, die Anzahl der Satelliten au3erhalb des
ReaktionsgefdBes deutlich reduziert.

Weiterhin wird die Bildung von Satelliten mit steigenden
Oberflachenspannungskriaften und abnehmender Viskosi-
tit gefordert. Ferner konnte gezeigt werden, dass sich das
nicht-Newtonsche Verhalten von IVD Reagenzien sich hin-
sichtlich der Satellitenbildung nicht von den Newtonschen
Flissigkeiten unterscheidet, wenn die Grundviskositét ver-
gleichbar ist. Somit bildet Wasser (Modellfluid I), von allen
untersuchten Modellfluiden, die meisten Satelliten.

Um herauszufinden unter welchen Bedingungen ein ver-
lustfreier Fliissigkeitstransfer in Reaktionsgefiafle moglich
ist, wurden verschiedene Kombinationen untersucht. Da-
bei diente ein klimatisierter Laborraum als unruhige und
ein vibrationsgeschiitzter Tisch mit Windschutz als opti-
male Umgebung. Als Fliissigkeit wurde Wasser mit 1 pl
und 10 pl in ein ReaktionsgefdB mit einer Offnung von
5 mm im Durchmesser dosiert.
Folgende Kombinationen haben sich als geeignet ergeben:
Unruhige Umgebung:
Keine Satelliten auBerhalb der Offnung fiir:
- einem Abstand zwischen Diise und Reaktionsgefdaf3
<20 mm bei der Verwendung einer 12 mm Diise,
- einem Abstand zwischen Diise und Reaktionsgefal3
< 10 mm bei der Verwendung einer 2 mm Diise.
Optimale Umgebung:
Volumenabweichung durch Satellitenbildung < 3 % fiir:
- einem Abstand zwischen Diise und Reaktionsgefal3
<30 mm bei der Verwendung einer 12 mm Diise,
- einem Abstand zwischen Diise und Reaktionsgefal3
<20 mm bei der Verwendung einer 2 mm Diise.
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