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kostengünstige Hochdurchsatzanalysen. Die 
Tropfen in Piko- bis Mikrolitergröße stellen 
kleine Kompartimente dar, die durch eine 
nicht mischbare Trägerfl üssigkeit voneinan-
der getrennt sind. Durch den Einsatz der 
Tropfenmikrofl uidik können sowohl Zeit als 
auch Ressourcen eingespart werden: Das 
Probenvolumen ist im Vergleich zu 96-Well-
Platten um sechs Größenordnungen redu-
ziert, und die Analyse erfolgt im Kilohertz-
bereich.

Bei der Herstellung von miniaturisierten 
Tropfen in Mikrokanälen eines mikrofl uidi-
schen Chips wird eine wässrige Phase (Kul-
turmedium) in einer kontinuierlichen Phase 
(meist ein Öl) dispergiert. Die mikrofl uidi-
schen Chips werden meist mithilfe der Soft-
lithographie auf Polydimethylsiloxan(PDMS)-
Basis durch Abformen eines Masters herge-
stellt. Neben der reinen Generierung von 
Tropfen können weitere fl uidische Operatio-
nen zur Tröpfchenmanipulation leicht integ-
riert werden, wie das Zusammenführen, Tei-
len, Injizieren und Sortieren (Abb. 1). Die 
Tropfen können mittels fl uoreszenzaktivier-
ter Tropfensortierung (FADS) mit Geschwin-
digkeiten von 100–30.000 Hertz sortiert 
werden [3]. Interessante Tropfen können 
schließlich in andere Kultivierungsformate 
– wie Agarplatten – überführt werden.

Miniaturisierte Bioreaktoren in Form 
von Tropfen
Die Kompartimentierung von Zellen in ein-
zelne Tropfen ist einer der Hauptvorteile der 
Tropfenmikrofl uidik. In Tropfen mit einem 
Durchmesser von 10–100 Mikrometer kön-
nen Zellen eingeschlossen und kultiviert 
werden. Bezogen auf die Konzentration ist 
dies vergleichbar mit 107 bis 109 Zellen pro 
Milliliter, also dem Standardarbeitsbereich 
der Mikrobiologie. Die Separierung bis hin 
zum Einschluss einer einzelnen Zelle ermög-
licht es, eine Vielzahl von Experimenten mit 
minimalem Aufwand an Ressourcen durch-
zuführen. Besonders im Hinblick auf die 
bisher unkultivierbare mikrobielle Diversi-
tät mitsamt ihres enormen metabolischen 
Potenzials bietet die tropfenbasierte Mikro-
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In recent years, microfl uidic technologies were introduced for mas-
sively parallel cultivation and screening approaches. Individual cells 
can easily be singularized, compartmentalized, and cultivated from 
mixed inocula using droplet microfl uidics. The generation of millions of 
droplets in a high-throughput manner enables studying diverse sam-
ples and combining the evaluation of genetic and phenotypic variants. 
It is a powerful tool to explore and exploit natural metabolic diversity.
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ó Alle bahnbrechenden mikrobiellen Pro-
dukte der Biotechnologie – wie Antibiotika, 
Enzyme oder Polymere – stammen aus nur 
einem Bruchteil der mikrobiellen Welt. Das 
Bestreben, die mikrobielle dunkle Materie zu 
erforschen, ist dringender denn je, um Her-
ausforderungen wie steigende antimikrobi-
elle Resistenzen [1] oder den Übergang von 
fossilen Ressourcen zu einer nachhaltigen 
Bioökonomie zu bewältigen. Metagenomi-
sche Analysen von Umweltproben offenba-

ren eine unbekannte Welt von Mikroorganis-
men mit einem beeindruckenden biosynthe-
tischen Potenzial [2]. Doch wie kann die 
Vielzahl an Mikroorganismen, die im Verbor-
genen liegen, untersucht und im besten Fall 
kultiviert werden?

Mikrofl uidische Tropfen für 
Hochdurchsatzanalysen
Die tropfenbasierte Mikrofluidik ist ein 
attraktives Werkzeug für miniaturisierte und 

Miniaturisierte Bioprozesstechnik

Mit Tropfenmikrofl uidik zu 
Hochgeschwindigkeits-Biotechnologie

˚ Abb. 1: Mikrofl uidische Operationen zur Tröpfchenmanipulation. Die Generierung von Tropfen 
ermöglicht den Einschluss einer einzelnen Zelle. Nach einer Inkubationszeit außerhalb des Chips 
können mittels Pikoinjektion weitere Reagenzien oder bakterielle Stämme in die Tropfen einge-
bracht werden. Anschließend können die Tropfen mittels Fluoreszenz separiert werden.
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Wirksamkeit getestet werden. Im ultra-klei-
nen Maßstab werden fl uoreszenzmarkierte 
Reporterzellen in einzelne, mit Umweltkei-
men gefüllte Tropfen durch Pikoinjektion 
eingebracht. Ein wachstumsabhängiges Fluo-
reszenzsignal des Reporterstamms zeigt 
ungehemmtes Wachstum oder – im Fall einer 
möglichen Produktion von antimikrobiellen 
Wirkstoffen – Hemmung an (Abb. 2, [6]).

Gerichtete Evolution in Tropfen
Für die gerichtete Evolution steht die schnel-
le Optimierung eines Phänotyps unter selek-
tiven Bedingungen im Vordergrund. Die Ver-
kapselung einzelner Zellen in Tröpfchen 

gungen innerhalb der mikrofl uidischen Trop-
fen unterschieden und bewertet werden [5].

Tropfen als Kultivierungs- und 
Screeningplattform für Antibiotika
Tropfenmikrofl uidik ist bestens geeignet für 
den Nachweis mikrobieller Varianten, die 
neue Möglichkeiten in der industriellen 
 Mikrobiologie eröffnen. Ein großer Vorteil ist 
hierbei die Verknüpfung zwischen einer Kul-
tivierungs- und Screeningplattform. Der Kul-
tivierung von Umweltproben in einzelnen 
kleinen Kompartimenten kann ein in-droplet-
Screening angeschlossen werden. So können 
komplexe Umweltproben auf antimikrobielle 

fl uidik entscheidende Vorteile: Durch die 
Isolierung der einzelnen Mikroorganismen 
in separate Kompartimente können Stämme 
kultiviert werden, die normalerweise unter 
schneller wachsenden Gemeinschaften ver-
borgen bleiben oder inhibiert werden. Das 
Zellwachstum in den Mikrotropfen ist 
schneller nachweisbar, womit die Inkuba-
tionszeit bis hin zur Analyse enorm verkürzt 
werden kann [4].

Die Bestimmung von Zellwachstum in 
Tropfen
Für die Analyse und Quantifi zierung von 
mikrobiologischen Proben in der Tropfen-
mikrofluidik wurden verschiedene Nach-
weismethoden entwickelt, insbesondere 
optische, elektrische und massenspektrome-
trische Detektionen. Um Zellwachstum zu 
identifizieren, finden besonders optische 
Methoden mittels Fluoreszenz-, Absorptions-, 
Lichtstreuungs- und Raman-Signalen Anwen-
dung. Die Analyse von Tropfen kann bei-
spielsweise bildbasiert erfolgen. So können 
leere von bewachsenen Tropfen unterschie-
den und entsprechend sortiert werden. Um 
den Hochdurchsatzcharakter der Tropfen-
mikrofl uidik zu erhalten, ist es von größter 
Bedeutung, dass die Bildanalyse mit hoher 
Recheneffizienz durchgeführt wird, ohne 
dabei an Genauigkeit bei der Wachstums-
erkennung zu verlieren. Der Bedarf an auto-
matisierter Analyse im Allgemeinen und 
fortschrittlichen maschinellen Lernmetho-
den (deep learning) spielt hier eine entschei-
dende Rolle. Mittels Codierungsstrategien 
und modernen Bildanalysealgorithmen, die 
auf künstlicher Intelligenz (KI) beruhen, 
kann außerdem das Wachstum von Zellen bei 
unterschiedlichen experimentellen Bedin-

˚ Abb. 2: Wachstumsinhibitionstest mittels Reporterstämmen zur Testung auf antimikrobielle Substanzen. Das wachstumsabhängige Fluoreszenz-
signal zeigt eine Produktion von antimikrobiellen Wirkstoffen entweder durch eine vollständige Hemmung (kein Signal) oder eine teilweise Inhibition an 
(rot fl uoreszierend für anti-Gram-negative, grün fl uoreszierend für anti-Gram-positive Zellen; schematisch: links, Realbild: Mitte). Über spektroskopi-
sche Methoden können die Tropfen klassifi ziert werden (rechts) und mittels Fluoreszenz-aktivierter Tropfensortierung (FADS) die Tropfen, die eine 
Hemmung anzeigen, gezielt sortiert werden. Die vier Quadranten (rechts) zeigen, dass 34 % der sortierten Tropfen beide Reporterstämme inhibieren 
(Q1), 30 % nur eine Inhibition des rot fl uoreszierenden Gram-negativen Reporters (Q2), 35 % gar keine Inhibition (Q3) und unter 1 % nur eine Inhibition 
des grün fl uoreszierenden Gram-negativen Reporters (Q4) aufweisen.

˘ Abb. 3: Screening 
komplexer Mutanten-
bibliotheken (1). Die 
Generierung von 
Tropfen auf Einzelzel-
lebene erzeugt klona-
le Kolonien pro Trop-
fen (2). In Kombina-
tion mit einem Funk-
tionsassay und FADS 
(4) wird eine direkte 
Korrelation zwischen 
Phäno- und Genotyp 
der jeweiligen Mutan-
te möglich. So kön-
nen pro Tag aus zehn 
Millionen analysier-
ten Tropfen (Varian-
ten) die aktivsten 
Mutanten selektiert 
und anschließend 
weiter charakterisiert 
werden (5), um zu 
neuen, verbesserten 
Biokatalysatoren zu 
gelangen (6).
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ermöglicht eine direkte Korrelation zwischen 
der Aktivität eines Stamms, also dem Phäno-
typ einer Zelle, mit dessen genetischer Infor-
mation und macht somit das Screening kom-
plexer Variantenbibliotheken möglich. Übli-
cherweise werden gequenchte fl uorogene 
Substrate ko-verkapselt oder durch Piko-
injektion in die Tropfen eingebracht. Das 
Fluorophormolekül wird bei Aktivität eines 
Enzyms proportional freigesetzt. Anschlie-
ßend können die aktivsten Varianten mit 
FADS (fl uorescence-activated droplet sorting) 
bestimmt werden (Abb. 3). Mit mehr als zehn 
Millionen Varianten pro Tag kann rund 100-
mal schneller getestet werden als bei gängi-
gen liquid handling-Systemen.

Vom Bastelprojekt zu breiter Nutzung
Die Tropfenmikrofl uidik hat sich als ein wert-
volles Werkzeug mit hohem Potenzial für die 
mikrobielle Kultivierung im Ultrahochdurch-
satz etabliert, mit Anwendungen in der Ein-
zelzellanalyse, der Kultivierung seltener 
Mikroben, der Entdeckung neuer Naturstoffe 
und der Biokatalysatorentwicklung. Die 
Durchdringung der Technik in mikrobiologi-
schen Laboren ist jedoch nach wie vor gering. 
Mit Fortschritten für einfachere Chip-
entwicklung, verbesserten Kultivierungsbe-
dingungen sowie der Implementierung von 
Analysealgorithmen auf der Basis von KI, ist 
die Zeit reif für ein gesteigertes Interesse an 
dieser Technologie. Vor allem, um das immer 
größer werdende Problem der multiresisten-
ten Erreger durch neue Wirkstoffe in den 
Griff zu bekommen.
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