Uktad do pasywnego podziatu kropli na emulsje i znakowania emulsji oraz sposéb

pasywnego podziatu kropli na emulsje i znakowania emulsji

Przedmiotem wynalazku jest uktad do pasywnego podziatu wielu kropli na emulsje
monodyspersyjnych kropli zawieszonych w fazie ciggtej i znakowania kazdej wygenerowanej emuls;ji
przez kolejnos¢ w sekwencji emulsji oddzielonych od siebie wzajemnie trzecig, niemieszajgcg sie z
pozostatymi fazami, fazg, a takze sposdb pasywnego podziatu kropli na emulsje i znakowania emulsji
oraz sposdéb pasywnego podziatu kropli na emulsje i znakowania emulsji z wykorzystaniem tego

uktadu.

Rozwigzania  bedgce przedmiotem  wynalazku, w potaczeniu z  modutami
mikroprzeptywowymi znanymi w stanie techniki — na przyktad opisanymi w poprzednich zgtoszeniach
wynalazkéw zespotu prof. Piotra Garsteckiego (opublikowane zgtoszenia polskie nr P-390250, P-
390251, P-393619 oraz zgtoszenie miedzynarodowe nr PCT/PL2011/050002) mogg stuzyé do
przeprowadzania wysokoprzepustowych badan przesiewowych przeprowadzonych w kroplach o
pikolitrowych (subnanolitrowych) objetosciach, w ktérych mogg znajdowac sie pojedyncze komarki
lub pojedyncze molekuty. Reakcje na pojedynczych komdrkach majg olbrzymi potencjat w
diagnostyce i w badaniach nad heterogenicznymi populacjami jak np. tkanki nowotworowe czy
Srodowiskowe proébki mikrobiologiczne. W ostatnich latach eksperymenty przeprowadzone na
pojedynczych komorkach stajg sie podstawg badan w takich dziedzinach jak biologia systemowa,
genomika czy metabolomika. Ponadto pikolitrowe krople uzyskane w naszych ukfadach mogg stuzy¢
jako platforma do prowadzenia reakcji na pojedynczych czgsteczkach biologicznych takich jak enzymy
czy sekwencje kwasdw nukleinowych. Reakcje takie sg podstawg prowadzenia ukierunkowanej

ewolucji enzymodw czy reakcji cyfrowego PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) — np. US RE41,780E.

Metoda , Microfluidic Step Emulsification” (MSE) (np. T. Kawakatsu et al., J. Am. Oil Chem.
Soc., 1997, 74, 317-321.; S. Sugiura et. al., Langmuir, 2002, 18, 3854-3859) pozwala na
otrzymywanie w uktadach mikroprzeptywowych emulsji, charakteryzujgcych sie wysokim stopniem
monodyspersyjnosci: podczas odrywania sie kolejnych kropli do fazy rozproszonej emulsji w miejscu
odrywania panujg zblizone warunki hydrodynamiczne, zatem otrzymane krople emulsji cechuje
zblizona do siebie nawzajem objetos$é. Jednym z potencjalnych zastosowarn MSE jest mozliwos$é
wykorzystania opartych na MSE uktadéw mikroprzeptywowych w badaniach diagnostycznych, na

przyktad w badaniach opartych na cyfrowej reakcji amplifikacji kwaséw nukleinowych, droplet digital



Polymerase Chain Reaction (ddPCR) (np. B. J. Hindson et al., Anal. Chem., 2011, 83, 8604-8610).
Metoda MSE moze zosta¢ wykorzystana do tworzenia bibliotek kropel, czyli emulsji ztozonych z
kilkuset, kilku tysiecy kropel o jednakowym sktadzie chemicznym. Wykorzystanie wielu bibliotek
kropel o réznigcym sie stezeniu kwaséw nukleinowych w badaniu opartym na ddPCR pozwala na
zredukowanie catkowitej liczby kropel uzytych do badania bez zmniejszenia zakresu dynamicznego
badania w poréwnaniu do ddPCR opartego na jednej emulsji otrzymanej z pojedynczej prébki (o

jednym stezeniu kwasdw nukleinowych) (P. R. Debski et al., Anal. Chem., 2015, 87, 8203-8209).

Do wygenerowania emulsji w uktadzie mikroprzeptywowym przy uzyciu MSE niezbedne s3
zrodta cisnienia, ktére wymuszg przeptyw ptyndw w ukfadzie. Powszechne jest wykorzystywanie do
tego dwédch zrédet przeptywu np. pomp strzykawkowych. Jedna pompa w takim systemie
doprowadza faze rozproszong do elementu geometrii przewezenia (zwanego dalej
,emulsyfikatorem”) uktadu, ktéry to element wymusza odrywanie sie kropli dostarczanej fazy
rozproszonej do emulsji. Druga pompa doprowadza faze ciggta do miejsca w ukfadzie potozonego
bezposrednio w dét strumienia przeptywu od emulsyfikatora. Doprowadzana faza ciggta powoduje
odepchniecie powstajgcych kropli emulsji od emulsyfikatora i gwarantuje zblizone warunki fizyczne
odrywania sie kazdej kropli, a przez to wysoki stopiet monodyspersyjnosci emulsji (np. N. Mittal et
al., Phys. Fluids, 2014, 26, 082109; K. van Dijke et al., Lab Chip, 2009, 9, 2824-2830; E. Amstad et a/.,
Lab Chip, 2016, 16, 4163-4172).

Jezeli faza ciggta nie jest dostarczana, krople emulsji odrywane przez emulsyfikator nie
oddalajg sie od niego. Kolejne krople, ktére przechodzg przez emulsyfikator, stykajg sie podczas
procesu odrywania do emulsji z uprzednio wygenerowanymi kroplami. Stykanie sie generowanej w
emulsyfikatorze kropli z poprzednio wygenerowanymi kroplami prowadzi do wysokiej

polidyspersyjnosci emulsji, a zatem do pogorszenia jakosci emulsji.

Alternatywnie wobec pompy strzykawkowej jako zrédta fazy ciggtej do odpychania
generowanych kropli od emulsyfikatora stosuje sie: grawitacyjne odpychanie kropli od
emulsyfikatora oparte na rdznicy gestosci miedzy kroplami a fazg ciggta (F. Dutka et al., Lab Chip,
2016, 16, 2044-2049), odpychanie kropli oparte na réznicy gestosci w sztucznym polu grawitacyjnym
wytworzonym w wiréwece (F. Schuler et al., Lab Chip, 2015, 15, 2759-2766), odcigganie przez magnes
kropli emulsji tworzonej przez ferrofluid (ciecz magnetyczng) (S. Kahkeshani i D. Di Carlo, Lab Chip,
2016, 16, 2474-2480), samoczynng ucieczke kropli opartg na preferencji kropli do pozostania w
sferycznym ksztatcie w uktadach o zréznicowanej wysokosci kanatéw (R. Dangla et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 2013, 110, 853—858). Jezeli uktad mikroprzeptywowy ma pozostaé zorientowany w

jednej ptaszczyznie, co jest pozadane ze wzgledu na tatwo$é wytworzenia, obserwacji i uzytkowania



takiego uktadu lub w przypadku matych réznic gestosci pomiedzy fazg kroplowg a fazg ciggta metody
grawitacyjne sg wykluczone. Ponadto, grawitacyjne usuwania kropel z progu przebiega stosunkowo
wolno, co z kolei ogranicza czestotliwos$¢ tworzenia kropel w emulsyfikatorze. Metody oparte na
ferrofluidach majg zastosowanie ograniczone tylko do cieczy o witasnosciach magnetycznych, za$
metoda oparta na samoczynnej ucieczce kropli z emulsyfikatora cechuje sie niskg czestotliwoscia
generacji kropel w odniesieniu do pozostatych metod odpychania kropli z emulsyfikatora. Zatem
gtdownym sposobem odpychania kropli od emulsyfikatora w uktadzie zorientowanym w jednej
ptaszczyznie jest wykorzystanie dwdch zrddet cisnienia, co podnosi koszty metody oraz komplikuje

projekt i zastosowanie uktadéw mikroprzeptywowych.

Wygenerowane przy uzyciu MSE emulsje mogg byé przechowywane w tym samym ukfadzie
mikroprzeptywowym, w ktérym zostaty wygenerowane, lub poza nim. Wygenerowanie wielu
bibliotek kropel (tj. szeregu emulsji roznigcych sie sktadem chemicznym) w jednym ukiadzie
mikroprzeptywowym przy zastosowaniu MSE nie zostato dotgd zaprezentowane. Geometrie
emulsyfikatoréw do MSE zaktadajg, ze stosunkowo piytki i szeroki kanat dostarczajgcy faze
rozproszong znajduje ujscie do gitebszego kanatu lub zbiornika zawierajgcego faze ciggtg. Aby wiele
kropli wygenerowanych w danym ukfadzie mikroprzeptywowym mogto zostaé zamienionych w wiele
emulsji w tym samym uktadzie zawierajgcym emulsyfikator oparty na MSE, ptytki kanat
doprowadzajgcy musiatby byé dtugi. Dtugi i ptytki kanat generowatby znaczne opory przeptywu oraz
zwiekszatby ryzyko zwilzania fazy rozproszonej (R. Dreyfus et al., Phys. Rev. Lett., 2003, 90, 144505)
do $cianek kanatu oraz samoistnego i przedwczesnego podziatu kropel na mniejsze podobjetosci. Te

niekorzystne zjawiska w duzej mierze utrudniataby kontrole nad kroplami.

Biblioteki kropel (emulsje powstate z kolejnych kropel) zazwyczaj ulegajg wymieszaniu ze
sobg w szerokim kanale umiejscowionym za emulsyfikatorem. Aby odrdzni¢ od siebie biblioteki
kropel o odmiennym sktadzie chemicznym wygenerowane przy uzyciu MSE, nalezy kazdg z tych
bibliotek/emulsji oznakowaé. Mozliwe jest wykorzystanie znacznikdw chemicznych, na przyktad
barwnikéw fluorescencyjnych: jednego barwnika w réznych stezeniach w kolejnych bibliotekach
kropel lub kombinacji wielu barwnikdw w kolejnych bibliotekach kropel. Poza tym mozliwe jest
zastosowanie na przyktad czasteczek kwasdw nukleinowych o zrdéznicowanej sekwencji zasad
azotowych jako znacznikédw kolejnych bibliotek kropel. Biblioteki kropel mozna takze indeksowaé
przestrzennie, to jest odizolowaé¢ je od siebie na przyktad w probéwkach lub ptytkach
wielodotkowych zanim wymieszajg sie ze sobg. Ponadto izolacja przestrzenna bibliotek pozwala na
zahamowanie niepozgdanej dyfuzji reagentéw (zwiaszcza substancji hydrofobowych) miedzy
poszczegdlnymi kroplami emulsji. lzolowanie od siebie bibliotek kropel w probéwkach czy ptytkach

wielodotkowych wymaga nakierowania kazdej kolejnej emulsji do swojego desygnowanego naczynia.



Operacja ta moze byé przeprowadzana za pomocy przewodu przemieszczanego manualnie lub za
pomocyg sterowanego komputerowo robota-podajnika, co zwigzane jest z niekorzystnym
wydtuzeniem czasu trwania eksperymentu oraz z dodatkowym kosztem zakupu systemu

zautomatyzowanego.

Celem wynalazku jest zaproponowanie sposobu, ktdory pozwolitby na wygenerowanie wielu
emulsji monodyspersyjnych kropel w uktadzie zorientowanym w jednej ptaszczyznie (moze ona by¢
dowolna), co utatwia produkcje uktadu. Ponadto bez uzycia dodatkowego Zrédta cisnienia mozliwe
jest odpychanie kropli emulsji od emulsyfikatora, a nastepnie izolacja przestrzenna poszczegdlnych
emulsji bez koniecznosci uzycia probdwek lub ptytek wielodotkowych. Celem wynalazku jest takze

zaproponowanie uktadu skonfigurowanego i przeznaczonego do realizacji takiego sposobu.

Zgodnie z wynalazkiem uktad do pasywnego podziatu kropli na emulsje obejmuje:

e kanat gtdwny, umozliwiajgcy przeptyw cieczy od wlotu do wylotu kanatu gtéwnego,
to jest w kierunku przeptywu, przy czym w kanale gtéwnym znajduje sie przewezenie,
to jest fragment kanatu gtéwnego, na ktérym pole przekroju poprzecznego tego
kanatu jest znacznie mniejsze niz w obydwu odcinkach kanatu gitéwnego
bezposrednio sgsiadujgcych z tym fragmentem przed i za nim, patrzac w kierunku
przeptywu, szeroko$¢ i wysokos$¢ kanatu gtdéwnego kwadratowego w przekroju
poprzecznym wynosi od 1 pm do 5000 um, korzystnie od 100 do 600 um, szerokos$¢
przewezenia jest rowna szerokosci kanatu gtéwnego, gtebokosé przewezenia wynosi
pomiedzy 0,1 % a 25 % szerokosci kanatu, korzystnie 5 % do 10 % szerokosci kanatu,

e trdjdzielne ztgcze mikroprzeptywowe umiejscowione za przewezeniem, patrzac w
kierunku przeptywu oraz

e przewdd wyprowadzajagcy, do odprowadzania cieczy z trdjdzielnego ztacza

przeptywowego,

i charakteryzuje sie tym, ze kanat gtdéwny obejmuje pochylnie, to jest prowadzacy do przewezenia
odcinek o stale zmniejszajgcym sie co najmniej jednym wymiarze poprzecznym, to jest wymiarze

mierzonym w kierunku prostopadtym do kierunku przeptywu.

Korzystnie, uktad dodatkowo posiada co najmniej jeden kanat przetokowy, biegngcy wzdtuz pochyini,
z wlotem z kanatu gtdwnego do kanatu przetokowego umiejscowionym tuz przed pochylnig i
wylotem z kanatu przetokowego do kanatu gtéwnego znajdujgcym sie tuz za przewezeniem, patrzac

w kierunku przeptywu, przy czym wlot z kanatu gtéwnego do kanatu przetokowego ma pole przekroju



poprzecznego mniejsze niz pole przekroju poprzecznego kanatu gtdwnego, a korzystniej posiada dwa

lub wiecej takich kanatéw przetokowych.

Korzystnie, ukfad posiada dwa kanaty przetokowe, przebiegajagce symetrycznie po przeciwnych

stronach kanatu gtéwnego, korzystnie réwnolegle do kanatu gtdwnego.

Korzystnie, dtugos¢ kanatdw przetokowych wynosi od 100 % do 4000 % szerokosci kanatu gtdéwnego,
a korzystniej 2000 % szerokosci kanatu gtéwnego , szerokos¢ kanatéw przetokowych wynosi od 1 um
do 3000 um, a korzystnie 200 um do 300 pm, gtebokos¢ kanatéw przetokowych wynosi od 10 % do
100 % szerokosci kanatédw przetokowych, a korzystnie ok. 30 % szerokosci kanatéw przetokowych,
gtebokos¢ wlotéw do kanatéw przetokowych wynosi 50 % do 150 % gtebokosci kanatdéw

przetokowych, korzystnie ok. 75 % gteboko$ci kanatéw przetokowych.
Korzystnie, przekrdj poprzeczny kanatéw przetokowych jest prostokatny.

Korzystnie, kanat gtdwny posiada prostokatny przekréj poprzeczny, ptaskie sciany boczne, ptaskie dno
i ptaskg powierzchnie ograniczajacg kanat gtowny od gory, a pochylnia stanowi odcinek kanatu
gtdwnego o stale zmniejszajgcej sie wysokosci, to jest wymiarze mierzonym w kierunku prostopadtym

do ptaszczyzny, w ktérej zorientowane sg kanaty.

Korzystnie, kat nachylenia powierzchni ograniczajgcej kanat gtéwny od géry wzgledem ptaskiego dna,

wynosi od 0,25 do 45 stopni, korzystnie od 1 do 10 stopni, najkorzystniej okoto 2,5 stopnia.
Korzystnie, kanat gtdwny i ewentualnie kanaty przetokowe sg zorientowane w jednej ptaszczyznie.

Korzystnie, uktad posiada wlot dla fazy ciggtej do kanatu gtéwnego oraz wlot dla fazy rozproszonej do
kanatu gtéwnego oraz ze obydwa te wloty skierowane sg prostopadle do ptaszczyzny, w ktérej

zorientowany jest kanat gtéwny i ewentualnie kanaty przetokowe.

Korzystnie, ukfad jest wykonany z materiatu wybranego z grupy obejmujacej: elastomer
poli(dimetylosiloksan), poliweglan, poli(metakrylan metylu), teflon, cykliczny kopolimer olefinowy

(COC cyclic olefin copolymer), szkto, krzem.

Wynalazek obejmuje takze sposdb pasywnego podziatu kropli na emulsje, realizowany w uktadzie

wedtug wynalazku, charakteryzujgcy sie tym, ze obejmuje nastepujgce kroki:

a) doprowadzenie kanatem gtéwnym kropli-matki, korzystnie z wody, zawieszonej w fazie
ciggtej, korzystnie w oleju fluorowanym, do przewezenia;

b) przejscie kropli-matki przez przewezenie z podziatem kropli-matki na emulsje;

c¢) odprowadzenie emulsji od przewezenia i doprowadzenie jej do jednej gatezi

tréjdzielnego ztgcza mikroprzeptywowego;



d) doprowadzenie trzeciej fazy, niemieszajgcej sie z faza ciggty, korzystnie oleju
mineralnego lub skwalanu, do drugiej gatezi tego trdjdzielnego zlgcza
mikroprzeptywowego;

e) skierowanie emulsji w tréjdzielnym ztgczu mikroprzeptywowym do przewodu
wyprowadzajgcego i wtloczenie do tego kanatu poprzez trojdzielne zigcze

mikroprzeptywowe trzeciej fazy, bezposrednio za emulsja.
Korzystnie, sposdb jest realizowany w uktadzie zorientowanym w jednej ptaszczyznie.

Korzystnie, jako trzecig faze stosuje sie odmienne ciecze dla réznych emulsji.

Ponizej zwiezle wyjasniono mechanizm dziatania uktadu wedtug wynalazku. Zgodnie z

wynalazkiem, sposdb prowadzi sie korzystnie w uktadzie mikroprzeptywowym, ktéry posiada:

- przewezenie w kanale mikroprzeptywowym, do ktdrego to przewezenia prowadzi fragment
kanatu o stale zmniejszajgcej sie wysokosci (pochylnia), ktéra pozwala na zastosowanie przed
emulsyfikatorem kanatu o przekroju znacznie wiekszym niz przekrdj przewezenia. Co za tym idzie,
przy zastosowaniu przewezenia w gtebokim i szerokim kanale, mozna w nim umiesci¢ wiele kropel, z
ktédrych w emulsyfikatorze wygenerowane zostang emulsje. Ze wzgledu na znaczny w stosunku do
przewezenia rozmiar kanatu, kanat przed przewezeniem nie bedzie stawiat znaczacych opordéw
przeptywu. W gtebokim i szerokim kanale operacje na kroplach, z ktérych majg zostaé wygenerowane
emulsje (dalej ,kroplach-matkach”), takie jak mieszanie oraz transport wzdtuz kanatu, beda
efektywniejsze niz w ptytkim i dtugim kanale. Pochylnia ufatwia kropli-matce przejScie w catej

objetosci przez przewezenie (emulsyfikator) i zapobiega pozostawaniu kropli przed przewezeniem.

- dwa kanaty przetokowe, biegngce wzdtuz pochylni, z wlotami umiejscowionymi tuz przed (w
odniesieniu do kierunku przeptywu) pochylnig i wylotami znajdujgcymi sie tuz za emulsyfikatorem.
Kropla-matka nie wpitywa do kanatdow przetokowych ze wzgledu duzy opdr przeptywu kropli w
waskich kanatach przetokowych — przeptyw kropli przez taki kanat wigzatby cie ze znaczacym i
energetycznie niekorzystnym rozciggnieciem powierzchni miedzyfazowej woda/olej. Natomiast faza
ciggta wptywa do waskich kanatéw przetokowych w czasie, kiedy giéwny kanat (pochylnia)
emulsyfikatora jest zablokowany przez dzielgcg sie krople-matke. Gdy kropla matka przechodzi przez
emulsyfikator, odrywane sg od niej krople emulsji. Faza ciggta, ktdéra przeptywa przez kanaty
przetokowe, odpycha kazdg nowopowstajgcg krople emulsji od emulsyfikatora. Powoduje to, ze nie
jest potrzebne dodatkowe zrédio cisnienia (na przyktad pompa strzykawkowa) dedykowana do

odpychania kropel emulsji od emulsyfikatora. Dzieki odpychaniu kropel, proces emulsyfikacji jest



niezaburzony przez niekorzystne kolizje miedzy kroplami i mozliwe jest uzyskanie wysoce

monodyspersyjnych emulsji.

- tréjdzielne ztgcze mikroprzeptywowe umiejscowione za emulsyfikatorem. Z drugiej gatezi
ztgcza doprowadzana jest trzecia faza (np. olej mineralny), ktéry nie miesza sie z fazg ciggty (np. olej
perfluorowany), w ktérym zawieszona jest emulsja (np. roztwdér wodny). Po tym, jak emulsja
przejdzie przez zfacze, do ztgcza wprowadza sie porcje trzeciej fazy z drugiej gatezi ztacza, co
powoduje odizolowanie danej biblioteki kropel od pozostatych bibliotek kropel generowanych w

emulsyfikatorze.

- przewdd, ktérego Scianki zwilza trzecia faza (np. olej mineralny), ktéra oddziela od siebie
poszczegolne biblioteki kropel, zapewniajgc w ten sposdb szczelnosé izolacji. Do przewodu kierowane

sg wygenerowane i odizolowane od siebie monodyspersyjne bibioteki kropel.

W innej korzystnej wersji wynalazku izoluje sie emulsje wygenerowane na emulsyfikatorze
wyposazonym w pochylnie i niewyposazonym w kanaty przetokowe. W tej wersji wynalazku
natychmiast w dét strumienia za emulsyfikatorem znajduje sie ztgcze tréjdzielne. Z drugiej gatezi
ztgcza dostarczana jest trzecia faza niemieszajgca sie z fazg ciggly, w ktdrej zawieszana jest emulsja.
Trzecia gafaz zfacza jest zorientowana pionowo i prowadzi do przewodu, ktérego Scianki zwilza
trzecia faza, w ktdrej nie sg zawieszane emulsje. Taki system pozwala na mniejsze zuzycie fazy, w
ktérej zawieszona jest emulsja w pordwnaniu do opisanej tu metody wykorzystujgcej kanaty

przetokowe, kosztem stopnia monodyspersyjnosci emulsji.

Korzystny przyktad wykonania wynalazku

Wynalazek zostanie teraz blizej przedstawiony w korzystnym przyktadzie wykonania, z odniesieniem

do zatgczonych rysunkdw, na ktérych:

Fig. 1 przedstawia schemat emulsyfikatora z pochylnig w przekroju podtuznym widzianym z
boku wraz z ilustracjg emulsyfikacji kropli-matki i zaznaczeniem kierunku przeptywu. Na schemacie
na pochylnie 101 wptywa z kanatu 103 zgodnie z kierunkiem wskazywanym przez strzatke kropla-
matka 102, ktéra podlega emulsyfikacji w przewezeniu emulsyfikatora 104 i zostaje podzielona na

mniejsze krople 105, tworzgce biblioteke kropel w dalszej czesci kanatu 106;

fig. 2 przedstawia wykonang z géry fotografie emulsyfikatora 201 z pochylnig 202 i kanatami

przetokowymi 203, 204;



fig. 3 przedstawia schemat widzianego z géry uktadu mikroprzeptywowego stosowanego w
sposobie wedtug wynalazku, na schemacie zaznaczono krople-matki 301, generowane biblioteki
kropel 302, i biblioteki kropel odizolowane od siebie nawzajem 303 w przewodzie wyprowadzajgcym

304;

fig. 4 przedstawia powstajgcg emulsje kropli 401 odpychanych od emulsyfikatora 402 przez
faze cigglty doprowadzang przez wyloty (403, 404) kanatow przetokowych (203, 204, 312, 313);

fig. 5 przedstawia Srednice kolejnych kropli w powstajgcej emulsji w zalezno$ci od zadanej
predkosci przeptywu fazy ciggtej doprowadzajgcej krople-matke do emulsyfikatora dla wysokosci

przewezenia w emulsyfikatorze réwnej 70 um;

fig. 6 przedstawia monodyspersyjnos¢ biblioteki kropel (mierzong jako wspodtczynnik
zmiennosci Srednicy kropel w wygenerowanej emulsji) w zaleznosci od predkosci przeptywu fazy
ciggtej doprowadzajgcej krople-matke do emulsyfikatora dla wysokosci przewezenia w

emulsyfikatorze réwnej 70 um i w zaleznosci od stezenia fluorosurfaktantu PFPE-PEG-PFPE w fazie

ciagtej;

fig. 7 przedstawia histogram czestosci wystepowania danych objetosci kropli w o$miu
emulsjach wygenerowanych kolejno przy uzyciu emulsyfikatora wyposazonego w pochylnie i kanaty

przetokowe dla wysokosci przewezenia w emulsyfikatorze réwnej 30 um;

fig. 8 przedstawia fotografie przewodu polimerowego 801, wewnatrz ktérego widoczne sg
dwie emulsje kropli wodnych w oleju perfluorowanym 802, 803, ktére to emulsje oddzielone sg od
siebie trzecig fazg 804 (tu: olejem mineralnym), ktdra nie miesza sie z fazg ciggly (tu: olejem
perfluorowanym), w ktorej zawieszone sg emulsje i ktéra (olej mineralny) zwilza $cianki przewodu

polimerowego.

Schemat uktadu

Przeprowadzono testowanie wielu wersji geometrii uktadu, rdznigce sie m. in. katem
nachylenia pochylni do ptaszczyzny kanatu, przekrojem kanatéw przetokowych, dtugoscig kanatéw
przetokowych. Wybrano najbardziej optymalng geometrie uktadu. Na fig. 3 przedstawiono schemat

uktadu mikroprzeptywowego, na ktédrym zaznaczone s3a:

305 — ztgcze tréjdzielne typu T, w ktédrym formowane sg krople-matki 301 objetosci ok. 400 nl

w nastepujacy sposob: z jednej gatezi 306 ztgcza dostarczana jest faza ciggty, natomiast z drugiej



gatezi 307 zfacza dostarczana jest faza rozproszona. Ptyny dostarczane sg przez wloty 308, 309
skierowane prostopadle do pfaszczyzny, w ktérej zorientowane sg pozostate kanaty ukfadu. Ptyny
dostarczane sg ze statymi predkosciami przeptywu przy uzyciu pomp strzykawkowych. Na zigczu

nastepuje oderwanie kropli-matki od cato$ci fazy rozproszonej;

310 — pochylnia prowadzgca krople-matki do emulsyfikatora 311. Pochylnia przedstawiona w
korzystnym przyktadzie wykonania byta nachylona wzgledem ptaszczyzny ukfadu pod katem 2,5

stopnia, co niwelowato opory przeptywu kropli-matki przez przewezenie emulsyfikatora;

312, 313 — kanaty przetokowe doprowadzajgce faze ciggta do emulsyfikatora i odpychajgce

od niego krople powstajgcej emuls;ji;
314, 315 — wloty do kanatéw przetokowych;

311 — przewezenie emulsyfikatora i powstajgca w nim biblioteka kropel (302) ok. 400 kropli o

objetosci ok. 1 nl kazda;

316 — zfgcze trdjdzielne typu T, z ktérego gatezi 317 dostarczana jest faza trzecia
niemieszajgca sie z fazg ciggty, w ktdrej to fazie ciggtej zawieszone sg emulsje, i oddzielajgca od siebie
nawzajem jako separator (318) kolejne formowane emulsje (303). Wylot z uktadu, oznaczony jako
319, prowadzacy do przewodu wyprowadzajgcego (304, pogrubienie), ktérego s$cianki zwilzane sg
przez faze trzecig dostarczang z gatezi 317, skierowany jest prostopadle do ptaszczyzny, w ktérej

zorientowane sg pozostate kanaty ukfadu;

W korzystnym przyktadzie szerokos$é i wysokos$é gtéwnego kanatu wynosi 400 pum (w
przekroju poprzecznym majg ksztatt kwadratowy). Kanaty przetokowe oznaczone jako 312 i 313 maja
wysokos$¢ 40 um i szerokos$¢ 220 um. Wloty do kanatéw przetokowych oznaczone jako 314 i 315 maja
szerokos¢ 170 pum i wysokos¢ 50 pum. Ptytkie w stosunku do gtéwnego kanatu wloty do kanatow
przetokowych uniemozliwiajg kropli-matce wptyniecie do kanatu przetokowego i zmuszajg jg do

wptyniecia na pochylnie prowadzacg do przewezenia emulsyfikatora.

Tworzenie emulsji i pomiar Srednicy i objetosci kropel generowanych emulsji

Krople generowanej emulsji odrywane sy od kropli-matki przy zblizonych warunkach
hydrodynamicznych dzieki wykorzystaniu kanatéw przetokowych. Emulsja z tylnej czesci kropli-matki
powstaje przy nieco innych warunkach fizycznych, miedzy innymi poniewaz tylna czes$¢ kropli matki

jest na tyle mata, ze zmienia sie proporcja fazy ciggtej do fazy rozproszonej w przewezeniu



emulsyfikatora. Zatem krople emulsji otrzymane;j z tylnej czesci kropli matki sg wyraznie wieksze lub
mniejsze od pozostatych kropel emulsji. Zwiekszenie predkosci przeptywu o 300% od 3 mi/h do 12

ml/h spowodowato $redni wzrost $rednicy kropli w emulsji o ok. 5%.

Monodyspersyjnos$¢ generowanych emulsji

Kropla-matka, wptywajgc na pochylnie, prowadzgcg do przewezenia, napotyka coraz wiekszy
opdr. Opdr ten jest zwigzany z panujgcym wewnagtrz kropli-matki cisnieniem Laplace’a, ktdrego
wartos¢ zalezy miedzy innymi od promienia krzywizny kropli i napiecia powierzchniowego.
Zwiekszenie stezenia surfaktantu w fazie olejowej doprowadza do zmniejszenia napiecia
powierzchniowego, a zatem do zmniejszenia ciSnienia Laplace’a w kropli-matce. Nizsze cisnienie
Laplace’a oznacza mniejszy opdr, ktéry napotyka kropla-matka na pochylni, a zatem wiekszg
predkosé¢ kropli-matki w przewezeniu emulsyfikatora. Wyzsze stezenie surfaktantu powoduje

pogorszenie monodyspersyjnosci kropel w emulsji, co jest przedstawione na fig. 6.

Monodyspersyjnos¢ generowanych kolejno po sobie emulsji

Kolejno generowane w tréjdzielnym ztgczu T krople-matki sg oddzielone od siebie nawzajem
na tyle, by kropla-matka wptyneta na pochylnie dopiero po tym, jak poprzednia kropla-matka
zostanie catkowicie podzielona na emulsje. Dzieki temu kazda emulsja powstaje w zblizonych
warunkach hydrodynamicznych, co zapewnia zblizong objeto$é kropel w kazdej kolejno generowanej
emulsji. Wysoka monodyspersyjno$é kropel kolejnych emulsji jest przedstawiona na fig. 7, do ktérego
w korzystnym przykfadzie wykonania wynalazku wykorzystano przeptyw z kanatu 306 rowny 0,9
ml/h, z kanatu 307 réwny 0,03 ml/h, stezenie surfaktantu w fazie ciggtej wynosito 0,1 % wagowych, a
wysokos¢ przewezenia emulsyfikatora to 30 um. Otrzymano emulsje sktadajgce sie z 392 + 9 kropli o
przecietnej srednicy 120 um (okoto 900 pl). Catkowity wspdtczynnik zmiennosci $rednic kropel dla
o$miu wygenerowanych emulsji sktadajgcych sie tacznie z 3134 kropel wynosit okoto 4%. Okoto 5%
kropli miato $rednice ponizej 115 um (okoto 800 pl), te krople zawsze powstawaly z tylnej czedci
kropli-matki, czyli w innych warunkach hydrodynamicznych niz reszta emulsji. Nie wliczajgc tych
kropli powstatych z tylnej czesci kropel-matek, wspodtczynnik zmiennosci srednic kropel

generowanych emulsji wynosit mniej niz 1%.

Izolacja poszczegdlnych bibliotek kropel
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Emulsje generowane w emulsyfikatorze sy kierowane do tréjdzielnego ztgcza, z ktdrego
jednej gatezi dostarczana jest trzecia faza niemieszajgca sie z fazg ciggly, w ktdrej to fazie ciggtej
zawieszone sg emulsje, aby stuzyfa jako separator emulsji, zgodnie ze schematem widocznym na fig.
8. Trzecia faza tworzgca separator jest wttaczana do zfacza za kazdym razem, gdy zemulsyfikowana
zostanie kropla-matka. W korzystnym przyktadzie wykonania wynalazku zastosowany zostat
emulsyfikator bez kanatéw przetokowych, co pozwolito na znaczne ograniczenie zuzycia fazy ciggtej,
w ktorej zawieszona zostata emulsja. Na fig. 9 widoczne sg dwie emulsje kropel zawieszonych w oleju
perfluorowanym, oddzielonych od siebie nawzajem olejem mineralnym. Olej mineralny tworzgcy

separator zwilza $cianki przewodu, w ktdrym umieszczone sg widoczne na fig. 9 emulsje.

Dyskusja

Dzieki sposobowi wedfug wynalazku mozna byto zastosowaé uktad mikroprzeptywowy do
produkcji wielu emulsji — bibliotek kropel o wysokim stopniu monodyspersji, zaréwno w odniesieniu
do pojedynczej emulsji, jak i pomiedzy bibliotekami. Mozliwe réwniez jest odizolowanie od siebie i
oznaczenie poszczegdlnych emulsji-bibliotek kropel przez ich kolejno$¢ w sekwencji w przewodzie
emulsji. Do tej pory generowanie emulsji z wielu postepujacych po sobie kropel w uktadach
mikroprzeptywowych opartych na MSE byfo utrudnione ze wzgledu na konieczno$é uzycia dtugich i
ptytkich kanatéw, ktdre generowaly duze opory przeptywu i utrudniaty mieszanie wewnatrz kropel.
Zastosowanie pochylni miejscowo sptycajgcej kanat mikroprzeptywowy rozwigzuje ten problem. Do
tej pory wykorzystanie MSE do produkcji emulsji w uktadach horyzontalnych wigzato sie z
koniecznoscig uzycia dodatkowego zrédta ci$nienia lub wykorzystania ferrofluidéw i magnesu do
odpychania lub odciggania kropli powstajgcych emulsji od emulsyfikatora. Zastosowanie kanatéw
przetokowych biegngcych wzdtuz pochylni pozwolito na otrzymywanie wysoce monodyspersyjnych
emulsji bez koniecznosci uzycia dedykowanych do usuwania kropel z emulsyfikatora zrédet cisnienia
lub wykorzystania ferrofluidéw i magnesu. Do tej pory przestrzenna izolacja emulsji wymagata
manualnego umiejscowienia kazdej emulsji w osobnej probéwce lub dotku w ptytce wielodotkowej.
Wykorzystanie trzeciej fazy niemieszajgcej sie z fazg cigglg, w ktérej zawieszone sg emulsje i
doprowadzenie tej trzeciej fazy pomiedzy kolejne biblioteki kropel po ich wygenerowaniu umozliwia
oznakowanie kolejnych bibliotek kropel przez znajomosé¢ ich sekwencji w przewodzie opuszczajgcym

uktad mikroprzeptywowy.

Wiasciwosci uktadu
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Uktad zostat wykonany z elastomeru poli(dimetylosiloksanu) Sylgard 184 (Dow Corning, USA)
potgczonego z ptytkg szklang o grubosci 1 mm przy uzyciu plazmy (Harrick Plasma, USA).
Powierzchnia kanatéw zostata zmodyfikowana przy uzyciu ptynu Novec 1720 (3M, USA). Ptyny do
uktadu wttaczano przy uzyciu pomp strzykawkowych Nemesys (Cetoni, Niemcy). Do generacji emulsji
uzyto kropli wody jako fazy rozproszonej i oleju Novec HFE 7500 (3M, USA) jako fazy ciggtej. W fazie
ciggtej rozpuszczony byt surfaktant otrzymany wedtug metody opisanej przez Holze et al. (Lab Chip,
2008, 8, 1632-1639). Jako separatora emulsji uzyto oleju mineralnego (Sigma, Niemcy) lub w innym
korzystnym przyktadzie skwalanu (Sigma, Niemcy). Do przechowania izolowanych od siebie emulsji

uzyto przewodu z polietylenu (Becton Dickinson, USA).

Pomiar rozmiaru kropli generowanych emulsji

Proces tworzenia kropli byt nagrywany przy uzyciu szybkiej kamery (Photron, Japonia).
Nastepnie, przy pomocy oprogramowania do analizy obrazu mierzona byta powierzchnia przekroju
kropli przechodzgca przez srodek kropli. Z tej powierzchni obliczano nastepnie srednice kropli i jej

objetosé.
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