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Abstract

Centrifugal microfluidics has been applied to diagnostic and analytic applica-
tions in the past. Processing of multiple phases, such as air-liquid or water-oil
flows, under the unique hydrodynamic conditions within the centrifugally in-
duced artificial gravity field, however, is investigated in this thesis for the first
time. Multiphase processes rely on the "engineering" of the interfaces between
different phases. The reproducibility of these processes strongly depends on
the stability of the hydrodynamic conditions. Thus, the pulse-free liquid pro-
pulsion by the centrifugal force - which is in addition also self-stabilizing by
the inertia of the spinning motion - makes the centrifugal approach an attrac-
tive candidate for multiphase applications.

Within this work, five novel multiphase microfluidic applications are imple-
mented on the centrifugal platform:

High-throughput reactive micromixing
Production of monodisperse droplet emulsions
Encapsulation of living cells

Generation of gas-liquid flows

Aol S e

Microfluidic integrated DNA-extraction

A modular micromixer, based on the continuous flow through rotating micro-
channels on a standard laboratory centrifuge, is presented and applied to high-
throughput reactive micromixing applications. The principle to mix liquid
flows by means of the Coriolis force is known from prior work, and is further
investigated regarding residence time, throughput, mixing ratio, and quality of
mixing within this thesis. The centrifugal micromixer comprises a mixing unit
hosting a planar network of low-aspect-ratio microfluidic channels, and con-
tact-free dispensers for the continuous feed of educts. The modular setup with-
out critical micro-macro interfaces allows simple fabrication and easy
exchange of the mixing unit. High-speed micromixing powered by the Corio-
lis force at high volume throughputs of up to 1 mL per second and microchan-
nel is demonstrated by experiments and accompanying CFD-simulations.
Mixing is experimentally investigated showing an increasing mixing quality
towards higher flow velocities, with a maximum micromixedness ratio of
807a.u. at ImLs™.

Microfluidic emulsification enables the production of monodisperse droplet
emulsions and is implemented on the centrifugal microfluidic platform within
this thesis for the first time. Monodisperse emulsions are prerequisite for many
product formulations in the cosmetic and pharmaceutical industry. The gener-



ation of monodisperse droplets within a flow-focusing microchannel structure
is demonstrated, to produce water-in-oil (W/O) emulsions. Water droplets of
volumes down to SnL and a CV of the diameter below 2% are dripping into a
continuous oil flow. It is demonstrated, that the type of emulsion and the drop-
let size can be adjusted by the channel geometry and frequency of rotation, en-
abling isolated trains of droplets as well as segmented water-oil flows.
Additional droplet-based unit operations for the splitting, separating and pin-
ning of droplets, or the formation of two-phase droplets, could be demonstrat-
ed, extending the toolbox of emulsification technologies on the centrifugal
microfluidic platform.

The encapsulation of living cells into biopolymer micro-beads constitutes an
important multiphase process for therapeutic applications, e.g. for the implan-
tation of insulin-producing cells in diabetes care. The encapsulation into Alg-
inate micro-beads protects the alien cells from the host immune system. A
novel method for the direct, centrifugally induced fabrication of small Ca®*-
hardened alginate beads from rotating polymer-tube micronozzles is demon-
strated. The bead diameter can arbitrarily be adjusted between 180pum and
800 um by the nozzle geometry and frequency of rotation. Clogging of the is-
suing micronozzle is prevented by an intermediate air-gap between the nozzle
tip and the curing agent, placed in a standard lab tube (“Eppi”) which is mount-
ed on a flying bucket rotor. Up to 600 beads per second and channel are issued
from the micronozzle. The centrifugally induced, high artificial gravity condi-
tions (up to 180g) even allow the processing of alginate solutions displaying
viscosities up to 50Pas, i.e. about 50,000 times the viscosity of water. With
this low cost technology for micro encapsulation, HN25 and PC12 cells are
successfully encapsulated with a slight decrease (1.4 %) of the number of liv-
ing cells after the encapsulation, only.

An innovative gas micropump is presented for the generation of gas-liquid
flows on the centrifugal microfluidic platform. The injection of gas bubbles
into liquid flows allows air-to-liquid sampling for e.g. centrifuge-based as-
says. The pump is integrated on a passive and microstructured polymer disk,
which is combined with an elastomer lid featuring paramagnetic inlays. The
rotational motion of this hybrid disk over a stationary magnet induces a desig-
nated sequence of volume displacements of the elastic lid, leading to a net
transport of gas. The pumping pressure scales linearly over the frequency of
rotation, with a maximum observable pressure of 4.1kPa at 33 Hz. The rotary
device is used to produce gas-liquid flows by pumping ambient air into a con-
tinuous centrifugal flow of liquid. The injected gas volume segments the liquid
stream into a series of compartments. The injection of up to 30 air bubbles of
volume 0.5 puL per second into a continuous water flow is demonstrated.
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Finally, a microfluidic integrated DNA extraction method, based on a sim-
ple frequency and dispensing protocol of a microfluidic rotor is presented.
Compared to commercially available spin-columns, it allows an automated ex-
traction of DNA. The key enabling step is the centrifugally induced generation
of droplets which are routed by the Coriolis force either to the waste or to the
eluate reservoir. This “virtual routing” obviates the need for rotor-based mov-
ing parts or actuation and allows the separation of the liquids without contam-
ination. At centrifugally driven flow rates below 2|.LLS_1 through a packed
column of 11mg silica particles, up to 700ng of purified DNA (recovery ratio
of 16%) is collected in an on board reservoir or — to smoothly interface with
common lab environments — in a standard lab tube (“Eppi”) attached to a fly-
ing bucket rotor.
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Zusammenfassung

Bisher wurden lediglich diagnostische und analytische Anwendungen auf der
zentrifugalen Mikrofluidik-Plattform implementiert. Die besonderen hydro-
dynamischen Bedingungen innerhalb des kiinstlichen Schwerefeldes unter
Rotation bieten jedoch auch Vorteile fiir die Durchfithrung von Multiphasen-
prozessen, welche in der vorliegenden Arbeit erstmals untersucht werden.
Multiphasenprozesse basieren auf dem ,,Engineering® von Grenzfldchen zwi-
schen unterschiedlichen Gas- und Fliissigphasen. Die Reproduzierbarkeit die-
ser Prozesse hidngt somit stark von der Stabilitdt der hydrodynamischen
Bedingungen ab. Diese sind auf der zentrifugalen Plattform aufgrund der kon-
stanten und durch die Trégheit der Rotationsbewegung selbst-stabilisierenden
zentrifugalen Pumpkraft extrem stabil und pulsationsarm.

In dieser Arbeit werden fiinf neue Anwendungen gezeigt, die auf zentrifugalen
Multiphasenprozessen beruhen:

1. Reaktives Hochdurchsatz-Mikromischen

2. Herstellung monodisperser Tropfen-Emulsionen
3. Verkapselung lebender Zellen

4. Herstellung von Gas-Fliissig-Stromungen

5. Mikrofluidisch integrierte DNA-Extraktion

Es wird ein System fiir das reaktive Hochdurchsatz-Mikromischen zweier
kontinuierlicher Flissigkeitsstromungen innerhalb rotierender Mikrokanile
entwickelt. Das Prinzip, Fliissigkeiten durch die Coriolis-Kraft auf der zentri-
fugalen Plattform zu durchmischen, war bereits aus fritheren Arbeiten be-
kannt, und wird nun hinsichtlich Aufenthaltszeit, Durchsatz, Mischverhiltnis
und Mischqualitdt weitergehend untersucht. Der zentrifugale Mischer wird in
einer gingigen Laborzentrifuge betrieben und ist modular aufgebaut. Neben
einer Mischeinheit, welche ein Netzwerk mikrofluidischer Kanile mit gerin-
gem Aspektverhéltnis enthélt, besteht das Mischersystem aus Freistrahldis-
pensern fiir die kontinuierliche Zufithrung der Ausgangsstoffe. Aufgrund des
modularen Aufbaus ohne kritische Mikro-Makro-Schnittstellen, sind sowohl
die Herstellung als auch der Austausch der Mischeinheit sehr einfach und so-
mit kostengiinstig. Die Corioliskraft ermoglicht eine schnelle Durchmischung
bei hohen Volumendurchsitzen von bis zu 1 mL pro Sekunde und Mischkanal.
Die Stromungsverhiltnisse werden sowohl in CFD-Simulationen als auch in
experimentellen Flussratenmessungen gezeigt. Die Qualitdt der Durchmi-
schung wird anhand einer chemischen Modellreaktion experimentell unter-
sucht und quantifiziert. Dabei wird gezeigt, dass die Mischgiite



("micromixedness ratio") hin zu hoheren Flussgeschwindigkeiten zunimmt,
und ein Maximum von 807a.u. bei 1mLs™! erreicht.

Die Herstellung monodisperser Tropfenemulsionen ist ein wichtiger Pro-
zess fur viele Produkte in der kosmetischen und pharmazeutischen Industrie.
Wasser in Ol Emulsionen (W/O) werden erstmals mittels einer zentrifugalen
Fluss-Fokussierung auf der zentrifugalen Plattform erzeugt. Dafiir werden
Wassertropfen eines geringen Volumens (> 5nL) in einen kontinuierlichen
Ol-Fluss injiziert. Dieser Prozess zeichnet sich durch eine hohe Reproduzier-
barkeit aus, was in dem experimentell ermittelten CV der Tropfendurchmesser
von unter 2% deutlich wird. Die Art der Emulsion sowie die Tropfengrofie las-
sen sich tiber die Kanalgeometrie und die Rotationsfrequenz beeinflussen, wo-
durch sowohl isoliert flieBende Tropfen, also auch segmentierte Wasser-Ol-
Fliisse erzeugt werden konnen. Zusétzliche Einheitsoperationen fiir das Tei-
len, Separieren und rdumliche Fixieren von Tropfen, sowie die Herstellung
zwei-phasiger Tropfen werden gezeigt.

Die Verkapselung lebender Zellen in Alginat ist ein wichtiger Schritt fiir de-
ren Implantation in fremde Organismen. Ein Beispiel ist die Implantation von
Insulin-produzierenden Zellen fiir die Regulierung des Blutzuckerspiegels bei
Diabetikern. Um die korperfremden Zellen vor dem Immunsystem des Emp-
fangers zu schiitzen, werden sie in Alginat verkapselt. In der Arbeit wird eine
neue Methode fiir die Herstellung von Alginat-Beads mittels rotierender Mi-
krodiisen gezeigt. Der Durchmesser der Beads kann durch die Diisengeome-
trie und die Rotationsfrequenz beliebig zwischen 180pum und 800pum
eingestellt werden. Ein Verstopfen der Diise wird durch einen Luftspalt, der
die Diisenéffnung vom Hértungsmedium trennt, erreicht. Das fliissige Hér-
tungsmedium befindet sich in einem Eppendorf Hiitchen, welches in einen
Ausschwingrotor eingelegt ist. Mit diesem Verfahren konnen bis zu 600 Beads
pro Sekunde und Mikrodiise erzeugt werden. Da unter Rotation hohe kiinstli-
che Schwerefelder wirken (bis zu 180g), konnen auch extrem hochpastose Al-
ginatlosungen mit Viskositdten von bis zu 50Pas, das heiflit dem 50.000-
fachen der Viskositdt von Wasser, verarbeitet werden. Mit dieser kostengiin-
stigen Verkapselungstechnologie werden erfolgreich HN25 und PC12 Zellen
verkapselt. Ein Vergleich vor und direkt nach der Verkapselung zeigt lediglich
eine geringe Abnahme der lebenden Zellen von 1.4%.

Fiir die Herstellung von Gas-Fliissig-Stromungen wird erstmals eine Gas-
pumpe auf der zentrifugalen Plattform implementiert. Die Injektion von Gas-
blasen in eine Fliissigkeitsstromung erlaubt zum Beispiel das "Sampling" von
Luft-Proben fiir fliissige Assays. Die Pumpe besteht aus einer mikrostruktu-
rierten Disk, welche auf einer Seite mit einer elastischen Membran versehen
ist. In der Membran befinden sich jeweils oberhalb zweier Kammern parama-
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gnetische Metallpléttchen. Bei der Rotation dieser hybriden Disk tiber einem
stationdren Magnet kommt es zu einer definierten Abfolge von Auslenkungen
der Membran in die Kammern, und dadurch zu einem Nettotransport von Gas.
Der generierte Pumpdruck skaliert linear mit der Rotationsfrequenz und er-
reicht ein Maximum von 4.1kPa bei einer Rotationsfrequenz von 33Hz. Mit
der Pumpe werden Luftblasen in einen zentrifugal getriebenen, kontinuierli-
chen Fluss injiziert. Die Blasen zerteilen die Fliissigkeitsstromung in eine Rei-
he von Segmenten ("segmentierter Fluss"). Es wird gezeigt, dass bis zu 30
Gasblasen mit einem Volumen von 0.5uL pro Sekunde in einen kontinuierli-
chen Wasserfluss gepumpt werden kénnen.

Erstmals wird eine automatisierbare Methode fiir die mikrofluidisch inte-
grierte DNA-Extraktion auf der zentrifugalen Plattform vorgestellt. Um die
biologische Probe sowie die Waschlosung von dem aufgereinigten Eluat zu
trennen, und somit Verunreinigungen auszuschlieBen, werden die Fliissigkei-
ten an einer Diise vertropft. Die so erzeugten Tropfen "fallen" im kiinstlichen
Schwerefeld in eine luftgefiillte Kammer, und werden darin aufgrund der Co-
rioliskraft in eines von zwei Reservoiren abgelenkt. Durch diesen virtuellen
Schalter sind rotor-basierte, bewegliche Teile oder Antriebe zur Automatisie-
rung iiberfliissig. Bei zentrifugalen Fliissen unter 2 uL. s durch 11mg aufge-
staute Silika-Partikel werden bis zu 700ng DNA mit einer Ausbeute von 16%
extrahiert.
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