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DESCRIPCION
Aparatos y métodos para manipular gotitas en una placa de circuito impreso.
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud esta relacionada con la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° de serie 10/253.342, presentada el
24 de septiembre de 2002 y la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos N° de serie 60/648.051,
presentada el 28 de enero de 2005.

Campo técnico

La materia desvelada en el presente documento se refiere, en general, a aparatos y métodos para realizar
micromanipulacion de gotitas sobre un sustrato de placa de circuito impreso (PCB). Mas particularmente, la materia
desvelada en el presente documento se refiere a aparatos y métodos para fabricar y manejar sistemas microfluidicos
a base de gotitas basados en tecnologia de PCB convencional en los que las gotitas se mueven sobre la superficie
de la PCB mediante la aplicacion de potenciales eléctricos a electrodos definidos en la PCB. La materia desvelada
en el presente documento también describe el uso de una méascara de soldadura como aislante de electrodos para
la manipulacion de gotitas, asi como técnicas para adaptar otras capas y materiales de PCB tradicionales para
microfluidica a base de gotitas.

Antecedentes

La microfluidica es un campo que avanza rapidamente, que trata con el estudio de fluidos con un volumen por
debajo del microlitro. Los dispositivos microfluidicos cada vez se aplican mas y estdn mas aceptados en muchos
campos de biologia, quimica, medicina, monitorizacién del entorno, descubrimiento de farmacos y componentes
electronicos para el consumidor. Se espera que la miniaturizacién de dispositivos tradicionales, particularmente
dispositivos analiticos, conduzca a muchos beneficios incluyendo un consumo (y un coste) reducido de reactivos y
muestras, un mayor rendimiento y automatizacién, tiempos de andlisis mas rapidos e instrumentacion mas fiable,
econdmica y portétil. Dado que mas funcionalidad viene incluida en estos dispositivos, los microsistemas de analisis
total (LTAS) totalmente integrados o “laboratorios en un chip” se estan convirtiendo en una realidad y son cada vez
mas importantes.

El laboratorio en un chip es un paradigma emergente que pretende miniaturizar e integrar el manejo de fluidos en un
chip. Un laboratorio en un chip debe permitir el dispensado, transporte, mezclado, incubacién, deteccidn/separacion
de fluido y el desechado de residuos para que sea una auténtica unidad autbnoma. Los sistemas de laboratorio en
un chip microfluidicos pueden clasificarse ampliamente en sistemas de flujo continuo y de flujo discreto. Un sistema
de flujo continuo es auto-descriptivo y en los sistemas de flujo discreto el fluido se separa en gotitas. Una limitacion
habitual de los sistemas de flujo continuo es que el transporte de fluido esta confinado fisicamente a canales fijos
mientras que los sistemas basados en gotitas (o de flujo discreto) pueden estar confinados a canales fisicos o
funcionar en sistemas planos y sin canales. Los mecanismos de transporte usados generalmente en los sistemas de
flujo continuo son impulsados por presion mediante bombas externas o son impulsados de forma electrocinética por
altos voltajes. Los sistemas de flujo continuo pueden implicar una compleja canalizacion y requieren grandes
instrumentos de soporte en forma de valvulas o suministros de energia externos. En otro enfoque de sistemas a
base de canales, las fuerzas centrifugas impulsan los fluidos para que fluyan de forma unidireccional en los canales.
El paradigma microfluidico de flujo continuo tiene limitaciones de versatilidad, haciendo dificil conseguir altos grados
de integracién y control funcionales.

Los sistemas microfluidicos de flujo discreto o a base de gotitas han estado progresando de forma constante hasta
cumplir la promesa del concepto de laboratorio en un chip para manejar todas las etapas de andlisis, incluyendo
extraccion de muestras, preparacion de muestras, procesamiento de muestras incluyendo transporte, mezclado e
incubacién, deteccion y manejo de residuos. Estas etapas se han disefiado para ser realizadas en un chip sin
sistemas de apoyo fuera del chip significativos. Recientemente se han desarrollado varios enfoques de flujo discreto
para manipular gotitas basados en litografia blanda multicapa, flujos multifase hidrodinamicos, técnica de
electrowetting continua, electrowetting en dieléctrico (EWOD), dielectroforesis, electrostatica y ondas acusticas en
superficie. Algunas de las técnicas anteriores manipulan gotitas o lingotes en canales confinados fisicamente
mientras que otras técnicas permiten la manipulacién de gotitas sobre superficies planas sin canales fisicamente
definidos algunos. Los enfoques a base de gotitas sin canales se han denominado como “microfluidica digital”’, dado
que el liquido se separa y se manipula de forma programable.

Los protocolos a base de gotitas son muy similares a protocolos biométricos a escala de laboratorio que también se
ejecutan generalmente en volimenes discretos de fluidos. Por lo tanto, los protocolos establecidos pueden
adaptarse facilmente al formato microfluidico digital. Algunas de las caracteristicas distintivas de los sistemas
microfluidicos digitales incluyen: reconfigurabilidad (las operaciones y las trayectorias de las gotitas se seleccionan
mediante un panel de control del software para permitir a los usuarios crear cualquier combinacién de operaciones
microfluidicas sobre la marcha); la programabilidad del software también da como resultado flexibilidad del disefio
donde un chip procesador microfluidico genérico puede disefiarse y reprogramarse para diferentes aplicaciones;
pueden implementarse etapas de ejecucion condicionales, dado que cada operacion microfluidica puede realizarse
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bajo en control directo de un ordenador para permitir la maximo flexibilidad operacional; transporte de gotitas
multidireccional dado que los canales solamente existen en sentido virtual y pueden reconfigurarse al instante
mediante el software; pequefios volumenes de gotita (< 1 ul); funcionamiento completamente electrénico sin usar
bombas o valvulas externas; control simultaneo e independiente de muchas gotitas; y funcionamiento sin canales
(donde no se requiere cebado).

Muchas tecnologias de laboratorio en un chip actuales (incluyendo dispositivos tanto de flujo continuo como de flujo
discreto) son relativamente inflexibles y estan disefiados para realizar solamente un Unico ensayo o un pequefio
conjunto de ensayos muy similares. Debido a las disposiciones fijas de los actuales chips microfluidicos, se requiere
un nuevo disefio de chip para cada aplicacién, lo que hace costoso desarrollar nuevas aplicaciones. Ademas,
muchos de estos dispositivos se fabrican usando costosas técnicas de microfabricacion derivadas de la fabricacion
de circuitos semiconductores integrados. Como resultado, las aplicaciones para dispositivos microfluidicos se
expanden de forma relativamente lenta debido al coste y al esfuerzo requeridos para desarrollar nuevos dispositivos
para cada aplicacién especifica. Aunque la fabricacion por lotes permite que los dispositivos microfabricados sean
econdmicos cuando se producen en masa, el desarrollo de nuevos dispositivos puede ser prohibitivamente costoso
y requerir mucho tiempo debido a los altos costes de desarrollo de prototipos y el largo tiempo de respuesta
asociado a las técnicas de microfabricacion de semiconductores convencionales. Para ampliar la gama de
aplicaciones y el impacto de la microfluidica en medicina, el descubrimiento de farmacos, la monitorizacion del
entorno y de alimentos, y otras areas incluyendo componentes electrénicos para el consumidor, existe una
necesidad percibida desde hace tiempo tanto de enfoques microfluidicos que proporcionen dispositivos integrados
mas reconfigurables y flexibles, asi como de técnicas para desarrollar y fabricar de forma mas econdmica y rapida
estos chips.

En los dltimos varios afios se han producido avances utilizando diferentes enfoques para microfluidica en base a la
manipulacion de gotitas de tamafio del nanolitro individuales mediante control eléctrico directo. Los ejemplos de
dichos sistemas pueden encontrarse en la Patente de Estados Unidos N° 6.911.132 y la Publicacion de Solicitud de
Patente de Estados Unidos N° 2004/0058450, ambas de Pamula et al., (y asignadas habitualmente al Cesionario de
la presente materia).

El documento US-A-2004/0055891 también desvela un aparato para manipular gotitas que comprende un disefio de
electrodo de lado Unico en el que todos los elementos conductores estan contenidos en una superficie en la cual son
manipuladas las gotitas, aunque puede proporcionarse una superficie adicional paralela a la primera superficie para
contener las gotitas a manipular. Las gotitas se manipulan realzando técnicas basadas en electrowetting, en las que
a electrodos contenidos en o embebidos en la primera superficie se les suministra y se les priva de energia
secuencialmente de manera controlada.

Paik et al., en un articulo titulado “Thermal Effects on droplet transport in digital microfluidics with applications to chip
cooling”. Ninth Intersociety Conference on Thermal and Thermochemical Phenomena in Electronic Systems, 2004
(ITHERM '04), Las Vegas, NV, Estados Unidos, 1-4 de junio de 2004, Piscataway, NJ, Estados Unidos, IEEE, 2004,
paginas 649-654, desvelan una técnica de refrigeracion en la que gotitas de liquido discretas con un tamafio de un
nanolitro sumergidas en aceite se manipulan sobre una serie de electrodos mediante electrowetting, y describe el
efecto de parametros del sistema dependientes de la temperatura sobre el transporte de las gotitas.

Estas diversas técnicas ofrecen muchas ventajas en la implementacion del paradigma microfluidico digital, tal como
se ha descrito anteriormente, pero las actuales técnicas de fabricacién para producir estos chips microfluidicos
siguen dependiendo de técnicas de fabricacion bastante complejas y costosas. Estos chips microfluidicos se
producen actualmente en fundiciones de microfabricacion utilizando costosas etapas de procesamiento basadas en
técnicas de procesamiento de semiconductores usadas de forma rutinaria en la industria de la fabricacion de
circuitos integrados (Cl). Ademas del mayor coste de las técnicas de fabricacion de semiconductores, las fundiciones
de semiconductores no son facilmente accesibles y tipicamente no ofrecen tiempos de respuesta de fabricacion o de
desarrollo de prototipos tan rapidos como 24 horas.

Los chips microfluidicos se fabrican generalmente usando procesos a medida basados en procedimientos de
microfabricacién de semiconductores tradicionales. Los dispositivos se fabrican sobre sustratos de vidrio mediante
etapas repetidas de deposicion en pelicula fina y modelado usando técnicas fotolitograficas convencionales.
Tipicamente, se requieren al menos dos capas de metal (una para electrodos y una para el cableado) ademas de
dos o tres capas aislantes, asi como capas para formar el separador entre las placas superior e inferior. Debido al
alto coste de la fabricacion de fotoméascaras y la fabricacién de chips, una Unica ejecucion de desarrollo de
prototipos que produce hasta 100 dispositivos puede costar hasta 10.000 délares y requerir tres meses para
completarse dependiendo del nimero de niveles fotolitograficos. Ademas, dado que el flujo del proceso no esta
estandarizado, los rendimientos del dispositivo tienden a ser muy bajos durante los varios primeros intentos de
fabricar cualquier nuevo disefio.

Los gastos y el tiempo requeridos para el desarrollo de prototipos han sido un grave impedimento para el desarrollo
y la optimizacion de microfluidica a base de gotitas. Ademas, se espera que los altos costes del chip y la
incapacidad de personalizar o mejorar rapidamente los disefios del dispositivo reduzcan las perspectivas
comerciales de esta versatil tecnologia. A corto plazo, se requiere una tecnologia de fabricacion mas rapida, fiable y
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de bajo coste para acelerar el desarrollo y la aceptacion por parte del usuario de estos dispositivos. Dado que las
estructuras microfluidicas tienden a ser relativamente grandes y rara vez ponen a prueba los limites de las técnicas
de fabricacion de semiconductores, deben considerarse métodos de fabricacién por lotes de menor resolucion y
menor coste.

En particular, la tecnologia de placa de circuito impreso (PCB) ofrece muchas capacidades y materiales similares a
la fabricacion de semiconductores tradicional aunque a una resolucion mucho menor. Las capas de conductores y
aislantes se depositan y se modelan fotolitograficamente y se apilan juntas para crear intricadas estructuras multi-
nivel. Para la fabricacién de sistemas microfluidicos digitales, se cree que la tecnologia de PCB ofrece un excelente
compromiso en términos de resolucidn, disponibilidad, coste y facilidad de fabricacion. Se cree, ademas, que una
ventaja adicional del uso una PCB como sustrato es que los dispositivos electrénicos para detectar, controlar o
analizar el dispositivo pueden integrarse facilmente a un coste muy bajo.

Tipicamente, la anchura del tubo de cobre y la separacién del tubo se miden en milésimas de pulgada (25,4 um) en
un proceso de PCB, que es varios 6rdenes de magnitud mayor que las caracteristicas submicrométricas
conseguidas generalmente en una fabricacion de semiconductores. Tipicamente, el procesamiento de PCB no
requiere un costoso entorno ultra-limpio como el que se requiere para la fabricacion de un Cl semiconductor. Las
placas estan hechas generalmente, ademas, de plastico reforzado, epoxi con fibra de vidrio, TEFLON®, poliimida,
etc., en comparacion con silicio o vidrio que se usan como sustratos para dispositivos microfluidicos microfabricados
en la fabricacion de semiconductores. Ademas, en lugar de un alineador de mascara de semiconductor, el
alineamiento habitualmente puede realizarse de forma manual para el procesamiento de PCB. Se usan mascaras
econdémicas hechas de transparencias o laminas de MYLAR en lugar de las costosas fotomascaras de cromo sobre
vidrio usadas en la fabricacion de semiconductores. En el procesamiento de PCB, se perforan lagunas de transito
(via holes) mecanicamente o con un laser y a continuacion se electrochapan en lugar de grabarse y la deposicion
con vapor usados en el procesamiento de semiconductores que necesita procesamiento al vacio. Generalmente se
obtienen mudltiples capas de cableado se obtienen generalmente uniendo placas sencillas modeladas
individualmente juntas en oposicién al uso de un Unico sustrato y la acumulacién de mdltiples capas o unién de
discos en la fabricacién de un semiconductor. De forma amplia, éstas son las principales diferencias entre un
proceso de fabricacién de PCB y un proceso de fabricacién de semiconductores, incluso aunque los procesos de
PCB de alta calidad se mueven hacia la adopcion de algunos de los procesos de semiconductores (tales como
deposicion fisica de vapor).

En el actual entorno comercial altamente competitivo, es imperativo que los productos lleguen al mercando de forma
rapida y econémica, particularmente en componentes electronicos para el consumidor y empresas de diagndstico
médico. La presente materia se refiere a utilizar técnicas de fabricacion de placas de circuito impreso (PCB) que son
ampliamente disponibles, fiables, econdmicas y bien definidas. Al fabricar plataformas microfluidicas reconfigurables
con una tecnologia de fabricacion fiable, facilmente accesible y de bajo coste, el desarrollo y la aceptacion de
dispositivos de laboratorio en un chip para muchas aplicaciones potenciales en biomedicina y en otras areas estaran
mas ampliamente extendidos y seran mas rapidos.

El atractivo de la tecnologia de PCB como un proceso de fabricacion econémico, bien establecido, flexible y
facilmente accesible para el desarrollo de sistemas microfluidicos ya ha sido reconocido por investigadores que
trabajan con sistemas microfluidicos de flujo continuo més tradicionales. Por ejemplo, los investigadores han
demostrado previamente una serie de dispositivos microfluidicos de flujo continuo en base a tecnologia de PCB
incluyendo un detector de burbujas, un sistema de regulacion del pH, una microbomba y un sensor de presion
capacitivo. Mas recientemente, los dispositivos de PCB para la manipulacién y el analisis de células Gnicas mediante
dielectroforesis también se han descrito, dado que tienen enfoques hibridos en los que se usan una PCB para
integrar de forma monolitica dispositivos microfluidicos a base de silicio. Sin embargo, sigue habiendo una
necesidad percibida desde hace mucho de un sistema econémico, flexible y reconfigurable para la manipulacién en
flujo discreto de gotitas.

Resumen
La presente invencion se define mediante la reivindicacion independiente 1.

Los aparatos y métodos, tal como se desvelan en este documento, comprenden una nueva manera de utilizar un
sustrato fabricado en un proceso de placa de circuito impreso (PCB) convencional para manipulacion de gotitas
microfluidica digital. Este uso no convencional de procesos de PCB bien establecidos incorpora diversos nuevos
aspectos incluyendo: (1) el uso de pistas y puntos de soldadura (pads) de cobre en una PCB como electrodos para
la manipulacion de gotitas en el que fluidos en forma de gotitas son enrutados (es decir, transportados) a las
superficies externas de un sustrato de PCB mediante medios eléctricos (en oposiciébn a la colocacion de
componentes electrénicos y el enrutamiento de sefiales electrénicas); (2) el uso de material de mascara de
soldadura como electrodo dieléctrico para actuar como aislante para la manipulacion de gotitas inducida por campo
eléctrico (en oposicién al uso de las méascara de soldadura, como su nombre indica, para proteger a los cables de
cobre de la soldadura); (3) el uso de mascara de soldadura liquida o seca fotosensible para fabricar estructuras
fisicas para contener fluidos; (4) el uso de lagunas de transito en la PCB para conectar eléctricamente electrodos de
control de gotitas entre si o para poner en contacto puntos de soldadura; (5) el uso de lagunas de transito llenas de
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mascara de soldadura interiores con respecto a los electrodos en la PCB para permitir el rellenado cercano de
electrodos de control de gotitas; (6) el llenado de lagunas de transito interiores con respecto a los electrodos con
epoxis conductoras para permitir el rellenado cercano de electrodos sin pérdida de area conductora de los
electrodos; (7) el llenado de lagunas de transito interiores con respecto a los electrodos con epoxis 6pticamente
transparentes para mediciones opticas a través de la gotita; (8) el uso de pistas de cobre adyacentes a los
electrodos, en la misma superficie de la PCB para proporcionar un potencial de referencia comin (disposicion co-
planar); (9) el uso de cobre embebido en los electrodos de control y en la parte superior de la capa dieléctrica para
que sirvan como electrodos de referencia; (10) el uso de perforaciones en la PCB para establecer una interfaz
fluidica para permitir la entrada y la salida de fluidos en/fuera de la PCB; y (11) el uso de tubos de cobre como
elementos calefactores.

Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencién, se proporciona un aparato para manipular gotitas,
comprendiendo el aparato:

(@) un sustrato de placa de circuito impreso que comprende una primera superficie lateral y una segunda
superficie lateral;

(b) una serie de electrodos dispuestos sobre la primera superficie lateral del sustrato;

(c) una capa dieléctrica dispuesta sobre la primera superficie lateral del sustrato y modelada para cubrir los
electrodos; y

(d) un selector de electrodos para crear de forma dinamica una secuencia de activacién de los electrodos de la
serie, con lo cual una gotita dispuesta en la primera superficie lateral del sustrato es manipulada eléctricamente,

en el que el sustrato de la placa de circuito impreso comprende una pluralidad de aberturas del sustrato definidas en
su interior y que se extienden desde la primera superficie lateral del sustrato a la segunda superficie lateral del
sustrato y cada electrodo comprende una abertura de electrodo, en el que cada abertura de electrodo esta alineada
con una de la pluralidad de aberturas de sustrato para definir una pluralidad de lagunas de transito a través del
aparato.

En otra realizacion, se proporciona un aparato para manipular gotitas que incluye un sustrato de placa de circuito
impreso que comprende una primera superficie lateral y una segunda superficie lateral. Una serie de electrodos
impulsores se dispone sobre la primera superficie lateral del sustrato y una serie de uno o mas elementos de
referencia ajustables a un potencial de referencia comun se dispone en relacién al menos sustancialmente co-planar
con la serie de electrodos impulsores. Una capa de sustancia dieléctrica se dispone en la primera superficie lateral
del sustrato y esta modelada para cubrir los electrodos impulsores. Un selector de electrodos también esté incluido
para crear de forma dinamica una secuencia de activacion de los electrodos de la serie, con lo cual una gotita
dispuesta en la primera superficie lateral del sustrato es manipulada eléctricamente.

En otra realizacion mas, se proporciona un aparato para manipular gotitas que incluye un sustrato de placa de
circuito impreso que comprende una primera superficie lateral y una segunda superficie lateral. Una serie de
electrodos impulsores se dispone sobre la primera superficie lateral del sustrato y esta provisto un elemento de
referencia alargado que es sustancialmente paralelo y esta separado de la primera superficie lateral del sustrato una
distancia para definir un espacio entre el elemento de referencia y la primera superficie lateral del sustrato, en el que
la distancia es suficiente para contener una gotita dispuesta en el espacio. Una capa de sustancia dieléctrica se
dispone sobre la primera superficie lateral del sustrato y esta modelada para cubrir a los electrodos impulsores. Un
selector de electrodos también esté incluido para crear de forma dindmica una secuencia de activacion de los
electrodos de la serie, con lo cual una gotita dispuesta en la primera superficie lateral del sustrato es manipulada
eléctricamente.

En una realizacion adicional, se proporciona un aparato para manipular gotitas que incluye un primer sustrato de
placa de circuito impreso que comprende una primera superficie lateral y una segunda superficie lateral, una serie de
electrodos impulsores dispuestos sobre la primera superficie lateral del primer sustrato de placa de circuito impreso,
y una capa de sustancia dieléctrica dispuesta sobre la primera superficie lateral del primer sustrato de placa de
circuito impreso y modelada para cubrir a los electrodos impulsores. El aparato también incluye un segundo sustrato
de placa de circuito impreso que comprende una primera superficie lateral y una segunda superficie lateral, siendo el
segundo sustrato de placa de circuito impreso sustancialmente paralelo a y estando separado del primer sustrato de
placa de circuito impreso una distancia para definir un espacio entre la segunda superficie lateral del segundo
sustrato de placa de circuito impreso y la primera superficie lateral del primer sustrato de placa de circuito impreso,
en el que la distancia es suficiente para contener una gotita dispuesta en el espacio. Una serie de electrodos
impulsores y una serie de uno o mas elementos de referencia se disponen sobre la segunda superficie lateral del
segundo sustrato de placa de circuito impreso. El aparato también incluye un selector de electrodos para crear de
forma dinamica una secuencia de activaciéon de los electrodos de la serie, con lo cual una gotita dispuesta entre la
primera superficie lateral del primer sustrato de placa de circuito impreso y la segunda superficie lateral del segundo
sustrato de placa de circuito impreso es manipulada eléctricamente.

También estan previstos métodos para mover a una gotita en relacion con el aparato de la presente invencion.
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En un caso, un método para mover a una gotita incluye la etapa de proporcionar una gotita sobre una superficie de
un sustrato de placa de circuito impreso. La superficie comprende una serie de electrodos y la gotita se dispone
inicialmente sobre un primero de los electrodos y es adyacente a un segundo de los electrodos separados del primer
electrodo por un primer espacio. El método incluye, ademas, la etapa de polarizar el primer electrodo a un primer
voltaje y el segundo electrodo a un segundo voltaje diferente del primer voltaje, con lo cual la gota se mueve hacia el
segundo electrodo.

En otro caso, un método para mover a una gotita incluye la etapa de proporcionar una gotita sobre una superficie de
un sustrato de placa de circuito impreso. La superficie comprende una serie de electrodos impulsores y una serie al
menos sustancialmente coplanar de uno o mas elementos de referencia y la gotita se dispone sobre un primero de
los electrodos impulsores. El método incluye, ademas, polarizar el primer electrodo impulsor para mover la gotita
desde el primer electrodo impulsor a un segundo electrodo impulsor.

En un caso adicional, un método para mover a una gotita incluye la etapa de proporcionar una gotita entre una
superficie de un sustrato de placa de circuito impreso y un elemento de referencia alargado sustancialmente paralelo
a 'y separado de la superficie de la placa de circuito impreso. La superficie de la placa de circuito impreso comprende
una serie de electrodos impulsores y la gotita se dispone sobre un primero de los electrodos impulsores. El método
incluye, ademas, polarizar el primer electrodo impulsor para mover la gotita desde el primer electrodo impulsor a un
segundo electrodo impulsor.

En un caso adicional mas, un método para mover a una gotita incluye la etapa de proporcionar una gotita entre una
superficie de un primer sustrato de placa de circuito impreso y una superficie de un segundo sustrato de placa de
circuito impreso sustancialmente paralelo a y separado de la placa de circuito impreso. La primera superficie de la
placa de circuito impreso comprende una serie de electrodos impulsores y la gotita se dispone sobre un primero de
los electrodos impulsores, y la segunda superficie de la placa de circuito impreso comprende una serie de electrodos
impulsores y una serie de uno o mas elementos de referencia. El método incluye, ademas, la etapa de polarizar el
primer electrodo impulsor para mover a la gotita desde el primer electrodo impulsor a un segundo electrodo impulsor.

En otro caso, un método para mover a una gotita en una serie de electrodos impulsores sobre la superficie de una
placa de circuito impreso sin elementos de referencia fisicamente distintos algunos, requiere que la gotita esté
dispuesta sobre un primero de los electrodos impulsores y se mueva hacia un segundo o tercer electrodo impulsor.
El método incluye, ademas, polarizar los segundo y tercer electrodos impulsores, de modo que la gotita sera
impulsada hacia o lejos de cualquier de los segundo o tercer electrodos debido a la no homogeneidad en el campo
eléctrico aplicado entre ellos. En este caso, la gotita no puede moverse de forma gradual, es decir moviéndose
desde un electrodo a su electrodo adyacente, sino que en su lugar la gotita puede moverse de forma continua en el
gradiente de campo eléctrico no homogéneo hacia o lejos del electrodo de destino utilizando un fenémeno conocido
como dielectroforesis.

También estan previstos métodos para fusionar dos 0 mas gotitas en una gotita y dividir una gotita en dos o mas
gotitas.

En un caso, un método para fusionar dos 0 mas gotitas en una gotita incluye la etapa de proporcionar primera y
segunda gotitas sobre una superficie de un sustrato de placa de circuito impreso. La superficie comprende una serie
de electrodos en la que la serie de electrodos comprende al menos tres electrodos que comprenden un primer
electrodo externo, un electrodo medio adyacente al primer electrodo externo y un segundo electrodo externo
adyacente al electrodo medio. La primera gotita se dispone sobre el primer electrodo externo y es adyacente al
electrodo medio, y la segunda gotita se dispone sobre el segundo electrodo externo y es adyacente al electrodo
medio. El método también incluye seleccionar uno de los tres electrodos como electrodo de destino y seleccionar
dos o mas de los tres electrodos para activacion y desactivacion en base a la seleccién del electrodo de destino. El
método incluye, ademas, activar y desactivar los electrodos seleccionados para mover una de las primera y segunda
gotitas hacia la otra gotita 0 ambas de las primera y segunda gotitas una hacia la otra, con lo cual las primera y
segunda gotitas se fusionan conjuntamente para formar una gotita combinada sobre el electrodo de destino.

En otro caso, un método para dividir una gotita en dos o mas gotitas incluye la etapa de proporciona una gotita de
partida sobre una superficie de un sustrato de placa de circuito impreso. La superficie comprende una serie de
electrodos, en la que la serie de electrodos comprende al menos tres electrodos que comprenden un primer
electrodo externo, un electrodo medio adyacente al primer electrodo externo y un segundo electrodo externo
adyacente al electrodo medio. La gotita de partida se dispone inicialmente sobre al menos uno de los tres electrodos
y es adyacente a al menos otro de los tres electrodos. El método también incluye polarizar cada uno de los tres
electrodos a un primer voltaje para situar la gotita de partida a través de los tres electrodos. El método incluye
ademas polarizar el electrodo medio a un segundo voltaje diferente del primer voltaje para dividir a la gotita de
partida en primera y segunda gotitas divididas, con lo cual la primera gotita dividida se forma sobre el primer
electrodo externo y la segunda gotita dividida se forma sobre el segundo electrodo externo.

En otro caso mas, un método para dividir una gotita en dos o0 mas gotitas incluye la etapa de proporcionar una gotita
de partida sobre una superficie de un sustrato de placa de circuito impreso. La superficie comprende una serie de
electrodos, en la que la serie de electrodos comprende al menos tres electrodos que comprenden un primer
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electrodo externo, un electrodo medio adyacente al primer electrodo externo, y un segundo electrodo externo
adyacente al electrodo medio. La gotita de partida se dispone inicialmente sobre al menos uno de los tres electrodos
y se solapa al menos parcialmente con al menos otro de los tres electrodos. El método también incluye polarizar el
electrodo medio a un primer voltaje para situar a la gotita de partida, con lo cual la gotita de partida se solapa al
menos parcialmente con los tres electrodos. El método incluye, ademas, polarizar el electrodo medio a un segundo
voltaje y al menos uno de los primer y segundo electrodos externos a un tercer voltaje, los segundo y tercer voltajes
diferentes del primer voltaje, para dividir la gotita inicial en primera y segunda gotitas divididas, con lo cual la primera
gotita dividida se forma sobre el primer electrodo externo y la segunda gotita dividida se forma sobre el segundo
electrodo externo.

Es, por lo tanto, un objeto de la presente invencion proporcionar aparatos para fabricar y operar sistemas
microfluidicos basados en gotitas en base a tecnologia de placa de circuito impreso (PCB) convencional en los que
las gotitas se mueven hacia la superficie de la PCB mediante aplicacién de potenciales eléctricos a electrodos
definidos en la PCB.

Habiéndose indicado anteriormente en este documento un objeto de la materia desvelada en el presente
documento, y que se aborda total o parcialmente mediante la materia desvelada en el presente documento, otros
objetos seran evidentes a medida que avanza la descripcion cuando se toma junto con los dibujos adjuntos, tal como
se describe de la mejor manera a continuacion en este documento.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1A es una vista en planta superior y las figuras 1B-1D son vistas de perfil de una realizacion de la
presente materia que representan una disposicion estrictamente co-planar sobre una PCB con lagunas de transito
llenas o sin llenar en los electrodos;

La figura 2A es una vista en planta superior y la figura 2B es una vista de perfil de una realizacion de la presente
materia que representa una disposicion sustancialmente co-planar sobre una PCB con lagunas de transito llenas o
sin llenar en los electrodos;

La figura 3A es una vista en planta superior y la figura 3B es una vista de perfil de una realizacion de la presente
materia que representa una disposicion co-planar embebida sobre una PCB con lagunas de transito llenas o sin
llenar en los electrodos;

La figura 4A es una vista en planta superior y la figura 4B es una vista de perfil de una realizacién de la presente
materia que representa una disposicion de placa paralela o bi-planar sobre una PCB con lagunas de transito
llenas o sin llenar en los electrodos;

La figura 5 es una vista en perspectiva de una gotita situada sobre una densa serie de electrodos con lagunas de
transito sobre una PCB para la manipulacién de gotitas de acuerdo con la presente materia (los depdsitos de
liquido no se muestran);

La figura 6 es una fotografia que representa la parte frontal de un chip de PCB usado para ensayar el rendimiento
de transporte de gotitas de diferentes formas y tamafos de electrodos impulsores de acuerdo con la presente
materia,;

Las figuras 7A-7D son fotografias que representan diversas formas de electrodo de acuerdo con la presente
materia,

Las figuras 8A-8B son fotografias de una realizacién de la presente materia que representa vistas frontal y
posterior, respectivamente, de un disefio de chip de PCB que presenta un transportador de gotitas trifasico y otras
estructuras para dispensar, almacenar y mezclar gotitas;

Las figuras 9A-9B son fotografias de otra realizacion de la presente materia que representan vistas frontal y
posterior, respectivamente, de un disefio de chip de PCB que presenta un transportador de gotitas trifasico y otras
estructuras para dispensar, almacenar y mezclar gotitas;

La figura 10 es un grafico que representa caracteristicas de transporte de gotitas (frecuencia frente a voltaje
umbral) de electrodos de 1,5 mm de diferentes formas de acuerdo con la presente materia;

La figura 11 es un grafico que representa caracteristicas de transporte de gotitas (frecuencia frente a voltaje
umbral) de electrodos de 1,0 mm de diferentes formas de acuerdo con la presente materia;

La figura 12 es un gréafico que representa la estabilidad de voltaje del transporte de gotitas a lo largo del tiempo de
acuerdo con la presente materia;

La figura 13 es un grafico que representa requisitos de voltaje minimos para el transporte de gotitas a una
frecuencia de conmutacion dada de acuerdo con la presente materia; y
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Las figuras 14A-14D son fotografias que representan imagenes a intervalos de tiempo que demuestran el
transporte y el mezclado de gotitas de acuerdo con la presente materia.

Descripcion detallada

Una placa de circuito impreso (PCB), también llamada a veces una placa de cableado impreso (PWB), es un
sustrato usado para interconectar componentes electronicos usando puntos de soldadura y pistas conductoras
modeladas sobre la superficie. Tipicamente, las PCB se fabrican adhiriendo una capa de cobre sobre todo el
sustrato, algunas veces a ambos lados, (conocido como crear una "PCB en blanco") a continuacién retirando el
cobre no deseado (por ejemplo, grabando en un &cido) después de aplicar una mascara temporal, dejando
solamente las pistas de cobre deseadas. Las conexiones eléctricas (“vias”) entre lados opuestos del sustrato pueden
formarse perforando agujeros a través del sustrato de forma mecanica o con un laser y metalizando el interior de la
perforacion para proporcionar una conexion eléctrica continua entre los dos lados. Pueden crearse placas de
multiples capas uniendo conjuntamente sustratos procesados individualmente. Las lineas de electrodo en la capa de
cobre se definen habitualmente grabando cobre a partir de una PCB en blanco en un proceso de sustractivo
mientras que algunas fundiciones usan procesos semi-aditivos y completamente aditivos donde el cobre se acumula
sobre el sustrato mediante electrochapado u otras técnicas.

Tal como se ha descrito anteriormente, la microfluidica digital es un enfoque microfluidico en el que gotitas discretas
de fluido son manipuladas eléctricamente sobre un sustrato que contiene una serie de electrodos. En una
configuracion usada habitualmente, las gotitas estan intercaladas entre dos placas paralelas donde la placa superior
contiene fisicamente las gotitas y la placa inferior contiene una serie de electrodos (o elementos) impulsores o de
control dirigibles individualmente que estan aislados eléctricamente. Tipicamente, también se requieren uno 0 mas
electrodos (0 elementos) de referencia para controlar el potencial eléctrico de la gotita. Los electrodos de referencia
pueden estar provistos sobre el mismo sustrato que los electrodos impulsores (co-planares) o en una placa opuesta
(bi-planares). El espacio entre las dos placas que rodean a la gotita esta generalmente abierto y puede llenarse con
aire o con un liquido inmiscible para impedir la evaporacion. Los ejemplos de liquidos inmiscibles que pueden usarse
con gotitas acuosas incluyen aceite de silicona, aceite de fluorosilicona o aceites de hidrocarburos. Cuando los
electrodos de referencia y los electrodos impulsores estan provistos sobre el mismo sustrato, la placa opuesta no
sirve como parte del circuito eléctrico, sino que sirve solamente como placa de cubierta para contener fisicamente
los liquidos y puede que no se la requiera para el funcionamiento del dispositivo.

El movimiento de la gotita se consigue aplicando un potencial entre el electrodo de referencia y uno o méas de los
electrodos impulsores. El potencial aplicado puede ser CC o CA y no es necesario que los electrodos de referencia
sean fisicamente distintos de los electrodos impulsores. Una gotita adyacente a un electrodo de control activado
serd atraida hacia ese electrodo de control y se movera hacia él. Los electrodos de control pueden activarse
secuencialmente usando patrones definidos por el usuario (posiblemente usando un selector de electrodos) para
transportar gotitas a lo largo de trayectorias arbitrarias definidas por electrodos de control contiguos. Ademas del
transporte, otras operaciones incluyendo fusion, division, mezclado, deformacién y dispensado de gotitas pueden
realizarse en base al disefio de los electrodos de control y los patrones de activacion.

Un procesador microfluidico digital estd constituido esencialmente por una serie de electrodos de control con uno o
mas electrodos de referencia. Un chip completo puede incluir muchos otros tipos de estructuras incluyendo canales,
depésitos de liquido, placas superiores, sensores, entradas, salidas, etc. La serie de electrodos requiere
interconexiones para conectar eléctricamente algunos electrodos conjuntamente y para conectar electrodos a puntos
de soldadura de contacto para la conexidn a circuitos externos. Previamente, los chips microfluidicos digitales se
fabricaban en sustratos de vidrio o silicio usando técnicas de deposicion en pelicula fina y fotolitografia tomadas de
la fabricacion de semiconductores. Se acumularon miltiples niveles de interconexion eléctrica para cableado
depositando y modelando capas sucesivas de conductores y aislantes sobre un Unico sustrato de partida. La
presente materia se refiere a aparatos y métodos con los cuales pueden construirse ventajosamente procesadores
microfluidicos digitales en un proceso de PCB convencional en oposicion a un proceso a base de vidrio o silicio a
medida.

La materia desvelada en el presente documento aprovecha la facilidad con la que multiples capas de conductores
pueden generarse en un proceso de PCB frente a un proceso a base de vidrio o silicio. Este es esencialmente el
caso, dado que en el procesamiento de PCB las capas de metal se fabrican sobre sustratos diferentes que se
laminan conjuntamente al final en lugar de acumularse secuencialmente sobre un Gnico sustrato.

Los patrones de cableado del conductor se transfieren al sustrato de PCB mediante enchapado sustractivo,
enchapado en paneles, enchapado en patrones o enchapado aditivo. Generalmente, se requeriran dos 0 mas capas
de cableado para operaciones de manejo de gotitas complejas que necesitan el uso de placas de mdltiples capas.
Las placas de mudltiples capas se ensamblan uniendo varias placas de doble lado o mediante placas de
acumulacién/secuenciales que no requieren perforacion mecanica de agujeros (por ejemplo, las lagunas de transito
son grabadas quimicamente o perforadas con laser y a continuacion se enchapan sin electricidad). Por definicion,
las placas de doble lado tienen cableado en ambos lados de las placas que pueden clasificarse, ademas, en placas
sin metalizacion de agujeros pasantes y placas con metalizacion de agujeros pasantes. Las placas con metalizacion
de agujeros pasantes se clasifican ademas en metalizacién de agujeros pasantes enchapados y metalizacion de
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agujeros pasantes llenos. En la metalizacién de agujeros pasantes enchapados, los agujeros se metalizan mediante
cobrizado (por ejemplo, electrochapado o enchapado sin electricidad o una combinacién de los mismos) y en
metalizacién de agujeros pasantes llenos, los agujeros pueden llenarse con pastas conductoras tales como plasta de
cobre, pasta de plata, epoxi conductora, etc.

En chips microfluidicos digitales, los agujeros pasantes (o lagunas de transito) se perforan a través del centro de los
electrodos impulsores en un lado de una placa de miltiples capas para establecer conexiones eléctricas en el lado
opuesto de la placa. La huella de una gotita se define por el area de un electrodo impulsor. Para obtener pequefios
volumenes de gotita, es necesario minimizar el area de los electrodos impulsores. Dado que las lagunas de transito
se perforan a través de los electrodos impulsores, es importante minimizar el diametro de las lagunas de transito
incluyendo el diametro del punto de soldadura/tierra. Por lo tanto, las lagunas de transito desempefian un papel
importante en la definicion de los minimos volimenes de gotitas obtenibles en un proceso de PCB. La industria de
las PCB esta reduciendo los tamafios de las lagunas de transito por una razon diferente que es evitar bloquear los
canales de conduccion de los cables y maximizar el area de superficie de la PCB disponible para las pistas. Muchos
procesos de acumulacion usan pequefias vias que se forman perforando a través de usando un laser excimer.
Existen una serie de variaciones de los procesos de acumulacion usados en la industria de las PCB incluyendo,
aunque sin limitarse a, Circuitos Laminares Superficiales (SLC) donde las vias son fotoformadas; DYCOstrate
donde las vias se graban con plasma seco en paralelo; Capa de Redistribucién de Peliculas (FRL) donde el
dieléctrico mas externo es fotosensible mientras que las capas internas constituyen una placa de mudltiples capas
regular; Adhesivo Flexible Conductor Unido (Z-Link); Sistema Estructural de Acumulacién (IBSS) donde el dieléctrico
es fotosensible; Nucleos de Unién Secuencial/Laguna de Transito Interna de Cualquier Capa (ALIVH) donde se usa
un laser de CO; para perforar las vias y los agujeros se llenan a continuacion con pasta de plata; Circuitos Formados
en Portadores donde circuitos diferentes se preparan sobre portadores de acero inoxidable y a continuacion se
laminan en un preimpregnado FR-4; Acumulacion de ldminas con rodillos donde laminas recubiertas de epoxi de
lado Unico se laminan mediante calor y presion aplicados con rodillos; y Acumulacion de Laminas que es similar a la
acumulacién de laminas con rodillos pero se laminan circuitos de doble lado o de miltiples capas. En una realizacion
del uso de una placa acumulada (Z-Link) para chips microfluidicos digitales, placas flexibles mltiples constituidas
por laminas de cobre reforzadas con poliimida pueden laminarse conjuntamente y a continuacion sobre una placa
rigida para formar una placa de multiples capas. En este caso, los agujeros en cada capa flexible pueden perforarse,
perforarse con laser o perforarse con plasma. Los agujeros que interconectan diversas capas pueden llenarse a
continuacion con adhesivo conductor.

REALIZACIONES GENERALES

En referencia a las figuras 1A-1D, 2A-2B, 3A-3B, 4A-4B y 5, los requisitos para adaptar sustratos procesados de
PCB para la manipulacién de gotitas se describirdn a continuacion con més detalle. Tal como se describird con mas
detalle a continuacion, las figuras 1A-1D se refieren a un chip microfluidico digital de PCB 10 que incluye una
disposicién estrictamente co-planar sobre una PCB con lagunas de transito llenas o sin llenar en los electrodos; las
figuras 2A-2B se refieren a un chip microfluidico digital de PCB 20 que incluye una disposicién sustancialmente co-
planar sobre una PCB con lagunas de transito llenas o sin llenar en los electrodos; las figuras 3A-3B se refieren a un
chip microfluidico digital de PCB 30 que incluye una disposicion co-planar embebida sobre una PCB con lagunas de
trénsito llenas o sin llenar en los electrodos; las figuras 4A-4B se refieren a un chip microfluidico digital de PCB 40
que incluye una disposicion de placa paralela o bi-planar sobre una PCB con lagunas de transito llenas o sin llenar
en los electrodos; y la figura 5 representa una gotita situada sobre una densa serie de electrodos con lagunas de
transito sobre una PCB para la manipulacién de gotitas. La figura 5 muestra de forma general el concepto de la
presente materia en el que muestras de liquido se digitalizan en gotita o gotitas discretas D que, a continuacion,
pueden dispensarse, transportarse, incubarse, detectarse 0 hacerse reaccionar con otras gotitas
independientemente (el enfoque de “microfluidica digital”).

En cada una de las realizaciones mostradas en las figuras 1A-1D, 2A-2B, 3A-3B y 4A-4B, y tal como se describira
individualmente con més detalle a continuacion, se proporciona una placa de sustrato de PCB 12, teniendo la placa
una primera superficie lateral superior 13 y una segunda superficie lateral inferior 14. Electrodos (o elementos) de
control impulsores 16, tales como electrodos impulsores de pistas de cobre, pueden proporcionarse sobre la
superficie superior 13 de la PCB 12, y electrodos (0 elementos) de referencia 18, tales como electrodos de
referencia de pistas de cobre o un electrodo de referencia de placa paralela, también pueden proporcionarse en
diversas configuraciones para la manipulacion de gotitas. Mascaras de soldadura, tales como una mascara de
soldadura liquida fotosensible (LPI), se usan tipicamente en procesos de PCB tradicionales como capa externa para
proteger tubos de cobre de la accién de agentes de grabado o enchapado o de soldadura durante la colocacién de
componentes electronicos. Sin embargo, en su utilidad para impulsar gotitas de acuerdo con la presente materia,
esta capa externa es un aislante 22 que sirve para aislar las gotitas de los potenciales aplicados sobre electrodos
impulsores y de referencia 16, 18. Los electrodos impulsores 16 estan completamente aislados por el aislante 22,
preferiblemente una mascara de soldadura LPI o algun otro dieléctrico incluyendo mascaras de soldadura
temporales. Aislamiento completo significa que el electrodo impulsor 16 esta cubierto en todos los lados incluyendo
los bordes. El aislante 22 (mascara de soldadura LPI) se aplica usando procesos convencionales que incluyen,
aungque no se limitan a, recubrimiento por cortina, recubrimiento por centrifugado, recubrimiento por pulverizacién o
recubrimiento de pantalla. En el caso en el que se necesita un electrodo de referencia 18, algunos de los elementos
de cobre pueden dejarse desnudos y no aislarse para proporcionar un potencial de referencia directo a las gotitas.
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Esta parte expuesta es lo mas cercana a los electrodos impulsores 16 que permita el proceso de PCB que esta
definido por la resoluciéon de los elementos de cobre asi como la resolucion de la mascara de soldadura y el registro
de la capa de mascara de soldadura a la capa de cobre. La parte expuesta del electrodo de referencia 18 puede
tener un acabado de superficie conductora opcional que habitualmente incluye plata por inmersiéon, oro por
inmersion y niquel sin electricidad/oro por inmersion (ENIG).

Material del sustrato

Tal como se ha descrito anteriormente, los dispositivos microfluidicos electrostaticos de la presente materia incluyen
una placa de sustrato 12 que puede fabricarse en casi cualquier material de placa que se usa habitualmente para la
fabricaciéon de PCB. Estos materiales incluyen, aunque no se limitan a, FR-2, FR-4, FR-5, poliimida, Kaptonm,
Rogersw, Duroid”™, BT, ésteres de cianato y Politetrafluoroetileno (PTFE). Pueden usarse sustratos rigidos, rigidos-
flexibles o flexibles como material de base 12 para la fabricacién de estos dispositivos.

Formacion del electrodo

La capa de cobre conductora mas externa de la PCB estd modelada para formar los electrodos impulsores
requeridos para manipular gotitas liquidas mediante campos eléctricos. Los electrodos impulsores 16 pueden asumir
una amplia diversidad de contornos y formas dependiendo de la aplicacidn particular. Por ejemplo, pueden usarse
series de electrodos de forma cuadrada, series de electrodos de forma circular, series de electrodos de forma de
hexagono, series de electrodos de forma de estrella y otras formas de electrodos entrelazadas o interdigitadas, asi
como estructuras de electrodo alargadas. Los electrodos de referencia 18 también pueden estar modelados en la
misma capa conductora o en una capa conductora diferente sobre el mismo sustrato (co-planar) o pueden estar
provistos sobre un sustrato diferente (bi-planar).

En una realizacion tal como se muestra en las figuras 1A-1D, los electrodos de referencia 18 pueden estar
modelados en la misma capa de cobre conductora que los electrodos de control impulsores 16 en los que el aislante
22 se retira sobre partes de electrodos de referencia 18 para dejar expuesta la capa conductora subyacente. Este
patron permite contacto eléctrico simultaneo entre los electrodos de referencia 18 y la gotita de liquido. En esta
realizacion, los electrodos de referencia 18 pueden estar ubicados adyacentes a o entre los electrodos de control
impulsores 16.

En otra realizacion, tal como se muestra en las figuras 2A-2B, los elementos de referencia 18 pueden estar formados
como una capa conductora diferente modelada directamente sobre el aislante 22. La capa conductora puede ser una
fina pelicula metalica depositada mediante procesamiento al vacio, enchapado no eléctrico, electrochapado,
laminacién u otros medios y modelarse para formar los elementos de referencia 18. Los elementos de referencia 18
pueden asumir diversos contornos y formas y pueden estar directamente encima y/o al lado de los elementos
impulsores 16 (es decir, no es necesario que los elementos de referencia 18 estén alineados de forma precisa con
los elementos de control impulsores 16). En una disposicion, los elementos de referencia 18 pueden formar una
rejilla o malla de tubos conductores superpuestos sobre elementos impulsores 16. En esta disposicion, los
elementos de referencia 18 podrian proteger eléctricamente a los electrodos de control 16 donde se solapan, de
modo que el solapamiento idealmente deberia minimizarse cuando se dimensionan y se ubican los elementos de
referencia 18 con respecto a los elementos de control impulsores 16. En otra disposicion, el espaciado de la rejilla se
selecciona para ser inferior a, pero no un factor entero de, el espaciamiento del electrodo. Esta disposicion de capa
conductora diferente puede realizarse usando procesos de PCB con metal aditivos donde el metal se deposita sobre
el aislante 22 o como alternativa podria realizarse usando procesos sustractivos donde los elementos de referencia
18 y los elementos impulsores 16 estan formados sobre lados opuestos de un sustrato de circuito flexible fino. En
este ultimo caso, el sustrato de circuito flexible sirve como aislante para los elementos de control impulsores 16 y el
circuito flexible puede laminarse a un sustrato rigido para proporcionar rigidez mecanica y para proporcionar
interconexiones eléctricas para los electrodos.

En una realizacién adicional, tal como se muestra en las figuras 3A-3B, los elementos de referencia 18 pueden estar
provistos en una disposicién co-planar embebida dentro de los elementos de control impulsores 16. En dicha
disposicion, las lagunas de transito 25 con enchapado 26 pueden funcionar como elementos de referencia 18 en
areas no cubiertas por el aislante 22. Otras lagunas de transito 24 con enchapado 26 cubiertas por el aislante 22
también pueden proporcionarse y funcionar tal como se describe a continuacién en este documento.

En otra realizacion, tal como se muestra en las figuras 4A-4B, los elementos de referencia 18 pueden estar provistos
sobre un sustrato diferente como una placa paralela. Tipicamente, el sustrato que contiene electrodos impulsores 16
y el sustrato que contiene elementos de referencia 18 se colocan opuestos entre si con un espacio G entre ellos
para contener los liquidos creando, de este modo, una estructura “en sandwich”. Una disposicion de placa paralela
adicional puede incluir dos superficies opuestas que son dispositivos microfluidicos de PCB electrostaticos en si
mismas (La “placa” superior puede ser una PCB que tiene una primera superficie lateral superior 13' y una segunda
superficie lateral inferior 14") y tienen elementos impulsores 16 en ambas superficies y elementos de referencia 18
en al menos una superficie.
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Dado que se necesita muy poca corriente para cargar los electrodos impulsores 16 para manipulacion de gotitas
basada en un campo eléctrico, el material conductor que forma los electrodos puede ser sustancialmente mas
resistivo de lo que es tipicamente aceptable para aplicaciones de PCB. Por lo tanto, puede usarse una amplia gama
de diferentes tipos de conductores, ademas del cobre. Esto incluye conductores que tipicamente se consideran
inadecuados para formar puntos de soldadura y pistas en PCB. Analogamente, la capa conductora puede ser
sustancialmente mas fina de lo que es tipicamente preferidos para PCB: Idealmente, la capa conductora debe ser lo
mas fina posible para minimizar la topografia de los elementos conductores que posteriormente deben cubrirse con
la capa aislante. Adicionalmente, la minimizacion del grosor del conductor promueve la planeidad de la superficie de
la PCB que es deseable para la manipulacién consistente y fiable de gotitas sobre la superficie. El grosor del
conductor puede minimizarse usando un material de sustrato de partida con un grosor conductor minimo (por
ejemplo, capa de % 0z. 0 5 um de revestimiento de cobre) o afiadiendo una etapa de pulido o grabado para reducir
el grosor de conductor antes de la deposicion del aislante.

Interconexion y vias del electrodo

Las pistas conductoras sobre el sustrato de PCB 12 se usan para establecer conexiones eléctricas con los
electrodos impulsores 16 y los elementos de referencia 18. Cada electrodo impulsor 16 o elemento de referencia 18
puede estar conectado a uno o mas electrodos impulsores 16 o elementos de referencia 18 diferentes, a otros
componentes electronicos en el mismo sustrato de PCB 12, o a puntos de soldadura para conexion externa. En una
disposicion, las puntos de soldadura para la conexién externa estan provistos a lo largo de un borde de la PCB y la
PCB esta adaptada para su uso en un receptaculo conector de borde de tarjeta 28 (véase las figuras 8A-8B). En otra
disposicién, una serie de puntos de soldadura se dispone sobre la superficie de la PCB y se establece contacto con
las puntos de soldadura usando clavijas accionadas por resorte, clips de prueba o una tira de material conductor de
forma anisétropa 29 (véase la figura 9A). En otra disposicién méas, un conector de clavijas, conector de receptaculo u
otro componente electrénico discreto esta conectado a la PCB para facilitar la conexion a un circuito externo.

Tal como se muestra en las figuras 1A-1D, 2A-2B, 3A-3B y 4A-4B, las conexiones eléctricas entre diferentes capas
conductoras de sustrato 12 pueden establecerse mediante métodos de PCB tal como se conocen en la técnica, con
lo cual un agujero o laguna de transito 24 es perforado a través del sustrato 12 desde las dos regiones conductoras
(superficie superior 13 y superficie inferior 14) en cualquier lado del sustrato 12 y que deben conectarse
eléctricamente. Aunque se muestran como circulos en los dibujos, se entiende que las lagunas de transito 24
pueden ser de cualquier forma tal como cuadradas, ovales, etc., que pudiera formarse en el material de sustrato 12.
El interior del agujero 24 también puede metalizarse mediante enchapado no eléctrico o electrochapado o usando
otros métodos para formar un enchapado 26 (metalizacién de agujero pasante enchapado) de modo que se
establece una continuidad eléctrica entre los dos lados opuestos en la ubicacion de la laguna de trénsito. Tal como
se ha descrito anteriormente, las pastas conductoras (metalizacién de agujeros pasantes llenos) también podria
usarse en lugar de metalizacion de agujeros pasantes enchapados para establecer la continuidad eléctrica.

Para establecer conexiones eléctricas entre electrodos y pistas estan disponibles varios enfoques. En un enfoque,
un cable o pista se aleja del electrodo en el mismo lado de la PCB, el cable puede enrutarse a continuacion si fuera
necesario a través del sustrato en una ubicacion de via alejada del electrodo. En otro enfoque, se realizan vias en
los electrodos. En este caso puede ser necesario proporcionar medios para llenar o cubrir la perforacién para
impedir que el liquido entre o se evapore a través de la perforaciéon de transito. La laguna de transito 24 puede
cerrarse mediante enchapado usando enchapado no eléctrico o electrochapado o puede llenarse o cubrirse usando
diversas técnicas y diversos materiales (epoxi conductora, epoxi no conductora, epoxi transparente o cualquier otro
material). Después de llenar las lagunas de transito con cualquiera de estos materiales de llenado, la superficie de la
PCB puede cubrirse a continuacién con cobre mediante enchapado no eléctrico o electrochapado para ocultar
completamente la laguna de transito a las gotitas que se mueven sobre la superficie.

En un enfoque, el agujero se hace lo suficientemente pequefio de modo que se evita que un aislante depositado en
forma liquida, tal como un material de mascara de soldadura liquida tradicional, penetre en el agujero mediante
efectos de viscosidad o tension superficial, o podria hacerse lo suficientemente grande de modo que la mascara de
soldadura liquida pueda entrar en la laguna de transito, formando de este modo una laguna de transito llena de
mascara de soldadura 24' (véase la figura 1B). Como alternativa, puede afiadirse una etapa del proceso extra para
llenar las perforaciones con una epoxi o material similar antes de depositar el aislante, formando de este modo una
laguna de transito llena de epoxi 24" (véase la figura 1C), o una laguna de transito llena de epoxi transparente 24"'
(véase la figura 1D). Otro enfoque es usar un material aislante de pelicula seca que “recubre” la perforacion,
cubriéndola eficazmente y sellando la superficie del chip. Una posible desventaja de varios de estos enfoques es
que da como resultado la formaciéon de una region no conductora en el borde del, en caso contrario, electrodo
conductor que reduce el area de ese electrodo que puede usarse para la generacion del campo eléctrico. Para
abordar este problema, varias técnicas estan disponibles para producir un relleno conductor, incluyendo el uso de
epoxis conductoras para llenar el agujero y el uso de enchapado no eléctrico o electrochapado para proporcionar un
recubrimiento de superficie conductor sobre un método de relleno no conductor. Otra alternativa es electrochapar la
perforacion de modo que se vuelva completamente llena de metal. Este enfoque puede requerir una etapa de
planarizacion para retirar el exceso de metal depositado sobre la superficie del sustrato mediante la mayor cantidad
de electrochapado. La planarizacién y el control del grosor del conductor sobre la superficie del sustrato pueden
simplificarse en este caso mediante el uso de un proceso de “enchapado en botones” en el metal adicional se afiade
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solamente en la region que rodea a la via. Los “botones” resultantes pueden retirarse a continuaciéon puliendo la
superficie de la PCB. En este método, cantidades sustanciales de metal pueden depositarse dentro de las
perforaciones sin aumentar el grosor final del metal sobre la superficie de la PCB.

Aislamiento del electrodo

En referencia, ademas, a las figuras 1A-1D, 2A-2B, 3A-3B y 4A-4B, los electrodos impulsores 16 estan tipicamente
aislados eléctricamente por el aislante 22 para impedir el flujo de corriente eléctrica directa entre los electrodos y el
liquido conductor cuando se aplica un potencial de CC a los electrodos impulsores. Debe observarse que también
podrian aplicarse potenciales de CA a los electrodos impulsores para permitir la manipulacion de gotitas inducida por
un campo eléctrico. Aunque puede usarse cualquier dieléctrico, la mascara de soldadura se usa tipicamente en
procesos de PCB tradicionales para proteger a los tubos de cobre sobre una PCB y para dejar expuesto al cobre
solamente donde los componentes electronicos se suelden eventualmente. El enfoque mas directo para aislar los
electrodos impulsores 16 es usar material de mascara de soldadura (u otro dieléctrico) como aislante eléctrico 22.
Las méascaras de soldadura tanto liquidas como de pelicula seca son adecuadas para su uso como aislantes de
electrodos 22. Generalmente se prefieren méscaras de soldadura fotosensibles, dado que pueden modelarse
facilmente para proporcionar acceso eléctrico a los elementos de referencia 18 o puntos de soldadura de contacto
debajo del aislante 22.

Las mascaras de soldadura estan disponibles en dos variedades: mascara de soldadura liquida fotosensible (LPI) o
de pelicula seca (DFSS). La LPI no es conforme. La DFSS ofrece paredes laterales casi verticales y se ha descrito
para fabricar moldes de electrochapado, sellar canales fluidicos y como mascara para tratamiento: con chorro de
polvo “powderblasting” de microcanales. Sin embargo, la DFSS no se ha usado para formar depdsitos liquidos o
como un material de junta para proporcionar un separador o sello entre dos placas paralelas tal como se prevé en la
presente materia.

En algunas aplicaciones, los materiales de méscara de soldadura pueden no existir con la combinacion deseada de
propiedades térmicas, mecanicas, eléctricas u Opticas. En estos casos, los materiales de la mascara de soldadura
pueden sustituirse por o combinarse con otros tipos de materiales aislantes. Por ejemplo, materiales desechables
tales como poliimida, materiales que pueden recubrirse por inmersion o mediante centrifugado o mediante
pulverizacion o mediante cepillado tales como TEFLON® AF y Cytop™, materiales depositados por vapor o de
pulverizacién catédica tales como diéxido de silicio, y polimeros tales como parileno pueden aplicarse al sustrato de
PCB.

Como alternativa a las mascaras de soldadura para el aislante 22, podria depositarse una fina capa de parileno en
un proceso de deposicion de vapor fisica (PVD) como dieléctrico. Parileno es el nombre genérico para una familia de
polimeros de poli(para-xilileno) que incluye parileno C, D, y N. Tal como se usa en esta descripcion, parileno se
refiere a cualquier composicion de poli(para-xilleno) y mezclas de las mismas. Una ventaja fundamental con el
parileno es que puede depositarse como una capa conforme y a un grosor mucho menor que tanto LPI como DFSS.
En métodos de PCB, la LPI puede formar un recubrimiento de una finura de hasta 0,5 mils (1 mil = 25,4 um)
mientras que el parileno sin agujeros puede formar un recubrimiento de una finura de hasta 0,5 um. Dicha capa
aislante fina reduce el potencial requerido para el impulso de gotitas. En algunas aplicaciones, el dieléctrico tendra
que modelarse para dejar expuestos a los electrodos de cobre. El parileno puede modelarse mediante grabado
i6nico reactivo, calcinacion por plasma, grabado quimico o mediante ablacién por laser. Como alternativa, el parileno
también puede depositarse selectivamente enmascarando las regiones que es necesario dejar expuestas mediante
una cinta (por ejemplo, 3M® Mask Plus Il Water Soluble Wave Solder Tape No. 5414 que se usa para enmascarar
conectores dorados en PCB durante soldadura por ola). Otros ejemplos representativos de materiales que podrian
usarse como dieléctricos incluyen siliconas, poliuretanos, acrilicos y otros dieléctricos que pueden formar
recubrimiento mediante centrifugado o depositables.

Generalmente, es deseable minimizar el grosor del aislante 22 para reducir el voltaje requerido para el movimiento
del liquido.

Capas de separador

También esta previsto que capas adicionales de material de mascara de soldadura puedan depositarse y modelarse
para crear estructuras fisicas sobre la superficie de la PCB tales como pocillos y canales (no se muestran) para su
uso para reunir o dirigir el flujo de liquido.

PROCESOS ADICIONALES

Combinacién de procesamiento sustractivo y aditivo

En una realizacion adicional, puede usarse una combinacion de procesos sustractivos y aditivos para fabricar placas
de manipulacién de gotitas de PCB de la presente materia. Pueden usarse procesos sustractivos para fabricar una
placa de multiples capas que define todo el enrutamiento eléctrico e interconexiones a los electrodos de control de
gotitas. Una capa dieléctrica modelable puede aplicarse a continuacién. Pueden modelarse vias en esta capa
dieléctrica mediante perforacion por laser o fotoenmascarado. En una realizacion, puede usarse LPI como
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dieléctrico. El punto de soldadura del electrodo expuesto en el agujero puede estar opcionalmente enchapado para
hacerla planar con la superficie dieléctrica. En este punto, puede usarse un proceso aditivo para definir todos los
electrodos usando cobrizacion no eléctrica, dado que podria obtenerse una separacién de tubos mas pequeria.

Post-procesamiento

Un dispositivo acabado puede incluir una combinacién de procesos de PCB convencionales y procesos no
convencional. Por ejemplo, un recubrimiento hidréfobo de una etapa puede aplicarse a una PCB acabada para
facilitar el transporte de gotitas. Ademas el uso de mascara de soldadura como dieléctrico podria no ser deseable
para algunas aplicaciones, en las que las PCB no aisladas con una carcasa podrian recubrirse posteriormente con
materiales de especialidad no disponibles en un proceso de PCB convencional. Sin embargo, en tales casos, el uso
de una PCB como sustrato de partida y procesos de PCB para formar las pistas conductoras sigue proporcionando
muchos, si no la mayoria, de los beneficios de un proceso completamente compatible con PCB.

En una realizacion, todos los tubos conductores requeridos para el enrutamiento eléctrico pueden fabricarse sobre
una PCB de multiples capas. Parte o toda la capa externa de cobre puede retirarse a continuacion mediante pulido o
grabado quimico. Esta PCB, que contiene todo el cableado eléctrico requerido para la manipulacion de gotitas,
puede servir a continuaciéon como sustrato para procesamiento adicional para modelar electrodos impulsores y de
referencia con separacion de tubos mas fina. Para obtener separacion de tubos mas fina, los electrodos de control
pueden modelarse usando técnicas de procesamiento de semiconductores incluyendo deposicién en pelicula fina y
fotolitografia.

Enchapado de elementos de referencia coplanares

En una realizacién donde los electrodos de referencia 18 también estan modelados en la misma capa que los
electrodos impulsores 16 (véase, por ejemplo, las figuras 1A-1D), puede haber una depresion significativa en la
maéscara de soldadura LPI dado que solamente cubre los electrodos impulsores y deja los electrodos de referencia
abiertos. Esta depresién podria afectar a la fiabilidad de funcionamiento dado que la gotita pude no estar en contacto
con el elemento de referencia. En este caso, los electrodos de referencia pueden enchaparse de modo que la
superficie del elemento de referencia sea planar con la mascara de soldadura LPI (no se muestra). Esta etapa de
enchapado podria realizarse antes del acabado de la superficie con cobre o niquel.

Electrodos de referencia en la superficie externa

En una realizacion, después de que todos los electrodos de cobre se han formado tal como se ha descrito
anteriormente en este documento, el recubrimiento de LPI puede usarse a continuacién como dieléctrico internivel y
otra capa de cobre puede modelarse sobre la LPI para servir como electrodos de referencia. El dieléctrico también
puede ser una fina (2 mil o menos) placa PCB preimpregnada en una construccion tipica de mdltiples capas o podria
ser una placa flexible con elementos de cobre para servir como electrodos de referencia sobre la capa mas externa.
La capa de cobre justo debajo de esta capa de cobre mas externa tiene elementos de cobre que definen los
electrodos impulsores.

Integracion de componentes electronicos y deteccidn sobre la PCB

En una realizacién adicional, esta previsto que la PCB de la presente materia también pueda estar constituida por
componentes electrénicos en las areas que no se usan para la manipulacidon de liquidos. Los componentes
electronicos pueden incluir microcontroladores, relés, multiplexores de alto voltaje, conversores de voltaje (CC-CC
para fijar el voltaje, CC-CA, CA-CC, etc.), elementos electro-Opticos tales como LED, fotodiodos, tubos foto-
multiplicadores (PMT), elementos calefactores, termistores, dispositivos de resistencia a temperatura (RTD) y otros
electrodos para mediciones electroquimicas. También pueden usarse pistas de cobre para mediciones de
impedancia de las gotitas. Los elementos calefactores resistivos se realizan haciendo serpentear pistas de cobre y
las caracteristicas calefactores resistivas dependeran de las dimensiones de los tubos de cobre. En una realizacion,
una PCB que contiene un detector Optico, tal como un PMT o un fotodiodo, puede usarse como placa paralela para
formar un “sandwich” con la placa PCB de manipulacién de gotitas. En otra realizacién, pueden usarse electrodos
recubiertos de oro obtenidos en un proceso de PCB convencional, para mediciones electroquimicas.

Perforaciones para entrada/salida fluidica

Agujeros perforados mecanicamente en una PCB se usan tipicamente para pegar o fijar la placa a otra superficie.
Esta previsto, ademas, en el chip microfluidico de PCB de la presente materia que estas perforaciones puedan
usarse para servir como orificios de entrada/salida fluidica para la adicion y la retirada de liquidos a o de la superficie
del sustrato de PCB. Esta previsto, ademas, que estas perforaciones puedan acoplarse con una fuente de liquido
incluyendo, aunque sin limitarse a, tubos flexibles, jeringas, pipetas, tubos capilares de vidrio, tubo intravenoso o luz
de microdialisis. El liquido en estos tubos puede ser impulsado por presion o cualquier otro medio. Un flujo continuo
de liquido desde los tubos puede establecer comunicacién con la PCB a través de estas perforaciones que puede
separarse en gotitas directamente desde el flujo o a través de un depdsito intermedio en la PCB.
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Por ejemplo, en una realizacion, perforaciones metalizadas (véase, por ejemplo, las perforaciones 32 en las figuras
9A-9B) pueden estar ubicadas adyacentes a electrodos de control para servir como orificios de entrada/salida
fluidica para colocar retirar liquidos en la superficie del electrodo. En otra realizacién, perforaciones no metalizadas
(véase, por ejemplo, perforaciones 34 en las figuras 9A-9B) pueden estar provistas para entrada y salida fluidica y
pueden estar conectadas a un canal grabado en la mascara de soldadura que, a continuacién, conduce a un
depdsito (no se muestra). Este deposito puede tener electrodos para dispensar, tal como usando técnicas de
dispensado de gotitas mediado por campo eléctrico. En otra realizacién mas, perforaciones metalizadas provistas
para entrada/salida fluidica pueden estar cubiertas por un dieléctrico y ademas tener anillos concéntricos de
electrodos alrededor de la perforacion. En este caso, las gotitas pueden dispensarse radialmente fuera del agujero
presurizando el liquido a través del agujero y a continuacién usando un campo eléctrico para dispensar las gotitas
sobre los electrodos. En una realizacion adicional, pueden usarse perforaciones para expulsar liquido a un depésito
de desecho o cualquier otro contenedor fuera del chip recogiendo las gotitas en toda el area y permitiendo que las
gotas caigan por gravedad en un contenedor colocado debajo del agujero.

Extraccion de gotitas fuera del plano desde las lagunas de transito

Generalmente, las gotitas movidas en aparatos de la presente materia se manipulan en un plano horizontal en una
estructura en sandwich con una o ambas de las placas comprendiendo PCB. En una realizaciéon adicional, los
agujeros perforados en una PCB podrian usarse para extraer gotitas de la estructura en sandwich en un plano
vertical. Las gotitas pueden extraerse a través de los agujeros de diversas maneras. En un método que explota la
diferencia de presion entre una gotita confinada en una estructura en sandwich y un agujero grande, las gotitas
podrian ser empujadas de forma pasiva a través de un agujero con un diametro mayor que el radio de la gotita
simplemente situandolo debajo del agujero. Las gotitas también podrian extraerse mediante medios eléctricos donde
otra placa se afiade a la estructura en sandwich y las gotitas pueden ser arrastradas fuera de una estructura en
sandwich a la recién formada estructura en sandwich aplicando un potencial eléctrico. En este caso, para simplificar
el proceso de extraccion, una estructura en sandwich puede formarse entre un sustrato de PCB coplanar y otros
sustrato con electrodos. Aunque ambas de estas placas forman una disposiciéon de placas paralelas, las gotitas
tocaran solamente el sustrato de PCB coplanar y se moveran verticalmente sobre el otro sustrato cuando se aplica
un potencial eléctrico sobre el otro sustrato para arrastrar de forma electrostatica a la gotita fuera del plano. La gotita
también podria moverse verticalmente con la gravedad para estamparse sobre otra placa. Las aplicaciones para
dicho impulso vertical de gotitas incluyen aplicaciones de estampado de ADN o proteinas. Las gotitas extraidas de
dichos agujeros también pueden usarse para aumentar la longitud de la trayectoria para mediciones de absorbancia
y para el transporte a otra estructura en sdndwich para permitir el transporte a otra capa.

Sintesis bioquimica y analisis

Una serie de reacciones bioquimicas pueden realizarse mediante la manipulacion de liquidos sobre sustratos de
PCB tal como se desvela en la presente materia. Tal como se desvela en este documento, la presente materia
proporciona un aparato para detectar un analito diana en soluciones de muestra mediante medios de deteccién
eléctricos y Opticos. La solucion de muestra puede comprender cualquier nimero de elementos, incluyendo, aunque
sin limitarse a, fluidos corporales (incluyendo, aunque sin limitarse a, sangre, sudor, lagrimas, orina, plasma, suero,
linfa, saliva, secreciones anales y vaginales, semen, de virtualmente cualquier organismo, prefiriéndose las muestras
de mamiferos y prefriéndose particularmente muestras humanas); muestras de alimentos y ambientales (incluyendo,
aunque sin limitarse a, muestras de aire, agricolas, de agua y de suelo); muestras de agentes de guerra biologica;
muestras de investigacion; muestras purificadas, tales como ADN gendmico purificado, ARN, proteinas, células, etc.;
y muestras en bruto (bacterias, virus, hongos, etc.). Los tipos de ensayo que pueden realizarse sobre el sustrato de
PCB tal como se desvela en este documento incluyen ensayos enzimaticos, amplificacion de ADN isotérmicamente
0 mediante termociclado, inmunoensayos, incluyendo disposiciones en sandwich y homogéneas, y ensayos basados
en células con medios de deteccion Opticos y eléctricos. Los analitos medidos en las muestras fisiologicas incluyen
metabolitos, electrolitos, gases, proteinas, hormonas, citoquinas, péptidos, ADN y ARN.

En un proceso que usa el aparato de la invencidon, una muestra fisiologica humana puede introducirse en un
deposito en la PCB. El depésito podria estar definido por la mascara de soldadura de pelicula seca. La muestra
puede dispensarse a continuacién en gotitas que se mezclaran con las gotitas de reactivo apropiado provistas sobre
la PCB o introducirse sobre la PCB. Algunos de los ensayos enzimaticos pueden monitorizarse a continuacion
opticamente (por ejemplo, mediante absorbancia, reflectometria, fluorescencia y luminescencia). En el caso de la
absorbancia, las lagunas de transito pueden llenarse con un material 6pticamente transparente de modo que la luz
pueda pasar a través de una gotita situada sobre una de estas lagunas de transito para mediciones de absorbancia.

En otro proceso, también pueden sintetizarse muestras bioquimicas en un sustrato de PCB usando técnicas de
manipulacion de gotitas descritas en este documento. Por ejemplo, en la PCB, pueden dispensarse una serie de
gotitas de proteinas desde un depdsito y mezclarse con diferentes reactivos e incubarse para descubrir
automaticamente condiciones para cristalizar una proteina.

Transporte en la pared lateral
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En un proceso adicional, pueden usarse pistas de cobre con grosores del mismo orden que la altura de la gotita, de
modo que la gotita esté contenida entre las pistas dispuestas sobre el mismo sustrato y cubierta por un aislante. La
gotita es impulsada mediante campos eléctricos aplicados principalmente en el plano del sustrato en lugar de
perpendicular a éste. A diferencia de la disposicién coplanar, donde la gotita se asienta sobre los electrodos
impulsores y de referencia coplanares y la disposiciéon de placas paralelas, en la que la gotita esta intercalada entre
los electrodos impulsores sobre un sustrato y un electrodo de referencia comun sobre un sustrato paralelo, en esta
estructura una gotita estd intercalada entre los electrodos impulsores y de referencia coplanares.

REALIZACION ESPECIFICA

Aunque anteriormente en este documento se han descrito realizaciones generales de la presente invencién, a
continuacién se describiran realizaciones mas especificas de fabricacion de un aparato para manipular muestras e
liguido de micro-volumen en las que el aparato comprende un sustrato de placa de circuito impreso.

En una realizacion preferida, un sustrato FR-se lamina con una lamina de cobre de % Oz (~9 um) en ambos lados.
Se perforan lagunas de transito de 8 mil a través del sustrato. Estas lagunas de transito se electrochapan a
continuacion con cobre y se llenan con méascara de soldadura o una epoxi. Preferiblemente, las lagunas de transito
se enchapan en botén a un grosor de aproximadamente 5 um donde las lagunas de transito se enchapan
especificamente mientras que el resto de la placa esta cubierto por una méascara. Los botones se planarizan
mecénicamente y a continuacion las lagunas de transito se llenan con méscara de soldadura o una epoxi no
conductora. Después de procesar las lagunas de transito, se realiza una etapa de enchapado liso se realiza a un
grosor de menos de 5 um. En caso de que se requieren lagunas de transito no llenas, puede realizarse otra etapa de
perforacion para obtener agujeros no unificados y el enchapado se realiza si fuera necesario. En esta fase, el patron
de electrodo disefiado es transferido al cobre con una separacién de tubos minima de 2 mils grabandolo a través de
una mascara. La LPI se modela y se recubre a un grosor de aproximadamente 0,5 mils. Finalmente, una mascara de
soldadura de pelicula seca se lamina y se modela para formar las estructuras fisicas (por ejemplo, pocillos y/o
canales) para contener liquidos y también para servir como material de separacion. En otras realizaciones, la capa
de separacién también puede obtenerse usando uno o mas recubrimientos de mascara de soldadura LPI o
laminando y grabando una lamina de cobre.

ENSAYOS EXPERIMENTALES Y RESULTADOS

Se realizaron experimentos en los que un disefio de placa Unica de dos capas para un manipulador de gotitas
mediado por un campo eléctrico tal como se desvela en este documento se sometié a un fabricante de PCB
electronicos disponible en el mercado y se ensay6. El disefio estaba constituido por series de diferentes formas de
electrodo de control para el transporte y el mezclado de gotitas de liquido asi como formas de electrodo
especializadas para el dispensado de gotitas desde un volumen liquido mayor. Los electrodos se conectaron a
puntos de soldadura de contacto mediante pistas conductoras modeladas en la misma capa de cobre sobre la
superficie de la PCB. Donde era necesario, las pistas se enrutaron entre los dos lados de la placa usando vias
convencionales en ubicaciones a distancia de los electrodos de control. Se ensayaron varios disefios de chip y
esquemas de interconexion diferentes.

Algunos chips contenian multiples copias de una unica serie lineal de electrodos donde los elementos
correspondientes en cada copia de la serie estaban conectados a la misma sefial eléctrica - por lo tanto multiples
series idénticas podrian controlarse simultdaneamente. Otros chips contenian un “bus” de electrodos o estructura
transportadora donde cada cuarto electrodo en una linea contigua de electrodos de control estaba conectado a la
misma sefial de control. El uso de dicha estructura permite que trayectorias de transporte arbitrariamente largas
sean controladas usando un namero fijo de sefales de control. Mdltiples gotitas pueden desviarse sobre o fuera del
bus y transportarse de forma sincronica. Los puntos de soldadura de contacto se disponian a lo largo del lado de la
PCB y estaban disefiadas para establecer contacto con ellas usando un conector de borde de tarjeta convencional o
un clip de prueba SOIC convencional.

Las figuras 6, 7, 8A-8B y 9A-9B ilustran varios ejemplos de chips fabricados con fines experimentales. La figura 6
ilustra la parte frontal de un chip de PCB usado para ensayar el rendimiento del transporte de gotitas de diferentes
formas (circular 16a, cuadrada 16b, de estrella con una pequefa curvatura 16c, de estrella con una gran curvatura
16d) (véase la figura 7) y tamafios de los electrodos de control (resultados descritos en referencia a las figuras 10-12
a continuacion). El chip ilustrado en la figura 6 contiene 16 diferentes series de electrodos lineales. Las figuras 8A 'y
8B son vistas frontal y posterior de un disefio de chip que presenta un transportador de gotitas trifasico asi como
otras estructuras para el dispensado desde un depdsito en el chip, el almacenamiento y la mezcla de gotitas. Las
vias 24 se usan para enrutar las sefales eléctricas desde la parte posterior de la PCB a los electrodos de control en
la parte frontal y el contacto eléctrico se establece a través del receptaculo conector del borde de tarjeta 28 situado a
lo largo de un lado de la PCB. La figuras 9A y 9B son vistas frontal y posterior de otro disefio de chip que presenta
un transportador de gotitas trifasico asi como otras estructuras para el dispensado desde un orificio de
entrada/salida fluidica 32, el almacenamiento y la mezcla de gotitas. Las vias 24 se usan para enrutar las sefiales
eléctricas desde la parte posterior de la PCB a los electrodos de control en la parte frontal y el contacto eléctrico se
establece mediante una serie de puntos de soldadura disefiados para establecer contacto con ellos usando un clip
de prueba SOIC 29.
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Las series de los electrodos de control se disefiaron con un espaciado de 1,0 mm o 1,5 mm y una separacion
nominal de 2 mil entre electrodos adyacentes. El material del sustrato era FR-4 con un revestimiento de cobre de %
0z. El cobre se model6 para formar los electrodos de control, las pistas y los puntos de soldadura de contacto. La
anchura de los tubos/separacién minima nominal del proceso usado era de 2 mil/2 mil, que era la separacion usada
entre electrodos adyacentes asi como la anchura de pista entre los electrodos de control y los puntos de soldadura
de contacto. Un material de mascara de soldadura fotosensible liqguida, CARAPACE® EMP 110 (disponible de
Electra Polymers & Chemicals, Ltd.) se us6 como aislante del electrodo. El grosor nominal del aislante de mascara
de soldadura era de 0,6 mil. Después de que las PCB fueran recibidas del fabricante, un fino recubrimiento hidréfobo
de TEFLON® AF se aplico a la superficie superior del chip. El TEFLON® AF se aplic6 mediante recubrimiento por
centrifugado de una solucién al 1% en FC-75 a 3000 rpm durante 20 segundos sobre la superficie de la PCB,
seguido por un curado de 30 minutos a 150°C.

Las PCB se ensamblaron como un sandwich con una placa superior de vidrio recubierta de 6xido de indio-estafio. La
placa superior también se recubrié con una fina capa de TEFLON® AF de modo que todas las superficies interiores
en contacto con la gotita fueran hidréfobas. La pelicula de 6xido de indio-estafio conductora en la placa superior se
us6 como electrodo de referencia. La PCB y la placa superior estaban separadas por un espacio de
aproximadamente 0,8 mm. Una o mas gotitas de electrolito (KCI 0,1 M) se inyectaron en la estructura en sandwich y
se depositaron sobre un electrodo de control. El volumen de las gotitas era suficiente para cubrir un Unico electrodo
y era de aproximadamente 2,2 ul para los electrodos de 1,5 mm de espaciado y 1,1 ul para los electrodos de 1 mm.
El volumen restante entre las dos placas se llen6 con aire o con aceite de silicona de baja viscosidad (1 cSt.).

En referencia a las figuras 6, 7 y 10-12, se realizaron ensayos sobre el transporte de gotitas mediante activacion
secuencial de los electrodos de control tal como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 6.911.132 y la
Publicacién de la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2004/0058450, ambas de Pamula et al., Usando una
PCB similar a la mostrada en la figura 6, se realizaron ensayos en 4 formas de electrodo diferentes (circular 16a,
cuadrada 16b, de estrella con pequefia curvatura 16c¢, de estrella con una mayor curvatura 16d) (véase la figura 7)
en cada uno de los tamafios de electrodo (1,0 mmy 1,5 mm de espaciado).

Para cada tamafio y forma de electrodo, la velocidad maxima a la cual las gotitas podian transportarse entre
electrodos de control adyacentes se determiné en funcion del voltaje aplicado, tal como se muestra en las figuras 10
y 11. Las gotitas fueron transportadas con éxito a voltajes inferiores a 40 V (para un tamafio de electrodo de 1,0 mm)
con la velocidad de transporte aumentando con el voltaje més alld de ese umbral. Se requerian voltajes mayores
para el impulso de las gotitas que los descritos anteriormente en otros sistemas debido al uso del aislante de
mascara de soldadura mas grueso. Por ejemplo, el aislamiento de la mascara de soldadura es aproximadamente 16
veces mas grueso que el aislamiento usado con dispositivos microfabricados anteriores y, por lo tanto, se recLuiere
aproximadamente cuatro (4) veces el voltaje debido a la dependencia de la energia electrostatica (1/2 CV*) del
mecanismo de transporte.

Tal como se esperaba, més alla del voltaje umbral inicial, la velocidad de transporte y, por consiguiente, la velocidad
méaxima a la que la gotita podia intercambiarse aumentaba con el voltaje. El intervalo de voltaje ensayado era de
alrededor de 0 - 200 V para los electrodos de 1,5 mm y de O - 100 V para los electrodos de 1,0 mm, y se observaron
tasas de transporte de gotitas de hasta 24 Hz. Las curvas de ensayo resultantes mostraban una forma general
esperada - cuanto mayor era el voltaje aplicado, mayor era la frecuencia de transferencia posible. Sin embargo, las
curvas para el electrodo de 1,5 mm (figura 10) no eran demasiado suaves y parece haber un efecto significativo de
la forma del electrodo. Como alternativa, las curvas para los electrodos de 1,0 mm (figura 11) son bastante
predecibles y no muestran una gran dependencia de la forma del electrodo. Ademas, existia un efecto de ajuste a
escala donde los voltajes umbral de los electrodos de 1,0 mm eran 10-20 V més bajos que los electrodos de 1,5 mm
a frecuencias correspondientes.

Tal como se muestra esquematicamente en la figura 12, se realizd6 un ensayo adicional para determinar la
estabilidad del transporte de gotitas a lo largo del tiempo. Una gotita se sometié a un ciclo de forma programable a
través de cuatro electrodos cuadrados de 1,5 mm al voltaje minimo requerido para mantener el transporte a una
frecuencia de conmutacion de 4 Hz o 8 Hz. A intervalos de cinco minutos el voltaje minimo para el transporte
continuo se ensayo0 y se ajustd. Los ensayos que se realizaron durante una hora 0 mas demuestran una tendencia
general de requisito de voltaje en aumento a lo largo del tiempo que se debe, presumiblemente, a la degradacion del
aislante y la contaminacion de la superficie del aislante. Sin embargo, en cada caso se realizaron mas de 20.000
ciclos de transporte de gotitas durante el experimento.

En referencia al grafico mostrado en la figura 13, también se realizaron ensayos para determinar los requisitos
minimos de voltaje para el transporte de gotitas a una frecuencia de conmutacion dada. Se usaron chips
microfluidicos digitales para tanto una estructura abierta (es decir, co-planar sin una placa superior) como confinada
(es decir, bi-planar con una placa superior) en una PCB (véase las figuras 1B y 4B, respectivamente). Los electrodos
(1,5x1,5 mmz) se modelaron en cobre a un grosor final de ~25 um. Se perforaron lagunas de transito de 150 um en
cada electrodo para proporcionar contactos eléctricos con la parte posterior de la placa. Railes de toma de tierra se
modelaron al lado de todos los electrodos impulsores para proporcionar una conexion a tierra continua a las gotitas,
y una mascara de soldadura fotosensible liquida (LPI) (~17 um) se model6 para que actuara como aislante, dejando
expuestos solamente los railes. Como Unica etapa posterior al procesamiento, TEFLON® AF se recubrié por
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cepillado para hacer a la superficie hidrofoba. Gotitas de un liquido polarizable y conductor (KCI 1 M) se
transportaron en los sistemas tanto abierto (co-planar) como confinado (bi-planar). Para el sistema abierto, cada
gotita tenia un volumen de 6 ul y una pequefia gota de aceite de silicona (2 ul) se afiadi6 y parecié rodear a la gotita.
Para el sistema confinado, el volumen de cada gotita era de 2,5 pl, y todo el chip se llené con aceite de silicona para
facilitar el transporte.

Los voltajes de movimiento minimos requeridos para transportar con éxito gotitas se midieron para cada sistema a
frecuencias de conmutacién que variaban entre 1 y 32 Hz. Tal como se muestra graficamente en la figura 13, los
voltajes de funcionamiento para gotitas en los sistemas confinado (bi-planar) y abierto (co-planar) variaban entre
140-260 V y 125-220 V, respectivamente, dependiendo de la frecuencia de conmutacién de las gotitas. Esto parece
sugerir que el impulsado de las gotitas es facilitado por la ausencia de una placa superior de confinamiento,
posiblemente debido al reducido arrastre experimentado por la gota no confinada. La electrolisis de las gotitas,
tipicamente debida a una cobertura inadecuada del aislamiento, no se observé usando una mascara de soldadura
LPI como aislante hasta el voltaje maximo ensayado de 350 V. La carga del aislante, sin embargo, se experiment6
mas alla de 300 V.

En referencia a las figuras 14A-14D, se muestran vistas superiores de diversas secuencias de imagenes a intervalos
de tiempo que demuestran el transporte y mezclado de gotitas. Las figuras 14A-14B representan el transporte y el
mezclado de gotitas, respectivamente, para gotitas confinadas por una placa superior (600 pum) (bi-planar). Las
figuras 14C-14D representan el transporte y mezclado de gotitas, respectivamente, para gotitas en un sistema
abierto (co-planar). El mezclado se realizé a una frecuencia de conmutaciéon de 8 Hz y se complet6 en 5 segundos
para dos gotitas “confinadas” de 2,5 pl, y en 1,8 segundos para dos gotitas de 6 ul en un sistema “abierto”. Por lo
tanto, las tasas de mezclado (volumen por unidad de tiempo) observadas en el sistema abierto (co-planar) son casi
siete veces mayores que en el sistema confinado (bi-planar). Este mezclado mejorado puede atribuirse a la mayor
circulacién experimentada en la gotita mas gruesa, dado que la circulacién ha demostrado empeorar anteriormente a
medida que las gotitas se hacen mas finas.
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REIVINDICACIONES
1. Un aparato para manipular gotitas, comprendiendo el aparato:

(a) un sustrato de placa de circuito impreso (12) que comprende una primera superficie lateral (13) y una segunda
superficie lateral (14);

(b) una serie de electrodos (16) dispuestos sobre la primera superficie lateral del sustrato;

(c) una capa dieléctrica (22) dispuesta sobre la primera superficie lateral del sustrato y modelada para cubrir los
electrodos; y

(d) un selector de electrodos para crear de forma dinamica una secuencia de activacién de los electrodos de la
serie, con lo cual una gotita dispuesta sobre la primera superficie lateral del sustrato es manipulada
eléctricamente,

en el que el sustrato de la placa de circuito impreso (12) comprende una pluralidad de aberturas de sustrato
definidas en su interior y que se extienden desde la primera superficie lateral del sustrato (13) a la segunda
superficie lateral del sustrato (14) y cada electrodo (16) comprende una abertura de electrodo, en el que cada
abertura de electrodo esta alineada con una de la pluralidad de aberturas de sustrato para definir una pluralidad de
lagunas de transito (24, 24', 24", 24™) a través del aparato.

2. El aparato de la reivindicacién 1, que comprende, ademas, una serie de uno o mas electrodos de referencia (18)
ajustable a un potencial de referencia comun dispuestos en relacién al menos sustancialmente co-planar con la serie
de electrodos impulsores (16).

3. El aparato de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que la serie de electrodos de referencia (18) comprende una
rejilla de estructuras alargadas.

4. El aparato de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la altura de la rejilla de estructuras alargadas es al menos
igual a la altura de la gotita dispuesta sobre la primera superficie lateral del sustrato (13).

5. El aparato de la reivindicacion 1, que comprende, ademas, un electrodo de referencia alargado (18)
sustancialmente paralelo a y separado de la primera superficie lateral del sustrato (13) una distancia para definir un
espacio (G) entre el electrodo de referencia y la primera superficie lateral del sustrato, en el que la distancia es
suficiente para contener a una gotita dispuesta en el espacio.

6. El aparato de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el electrodo de referencia alargado (18) es una serie de
uno o0 mas cables.

7. El aparato de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el electrodo de referencia alargado (18) es una placa.

8. El aparato de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que la placa del electrodo de referencia (18) comprende una
superficie de placa (14') enfrentada a la superficie del sustrato (13), y la superficie de placa es hidréfoba.

9. El aparato de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que las lagunas de transito (24") se llenan con
una sustancia dieléctrica.

10. El aparato de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que las lagunas de transito (24") se llenan con
una resina.

11. El aparato de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que la resina es una epoxi conductora 0 una epoxi
Opticamente transparente.

12. El aparato de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el sustrato (12) define al menos un orificio
de entrada de gotitas (32) adyacente a al menos uno de los electrodos de la serie de electrodos.

13. El aparato de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que la al menos un orificio de entrada de gotitas (32) esta
en comunicacion con una fuente de flujo liquido seleccionada entre el grupo constituido por un tubo flexible, una
jeringa, una pipeta, una bomba fluidica externa, un tubo capilar de vidrio, un tubo intravenoso y una luz de
microdialisis.

14. El aparato de acuerdo con la reivindicacion 12 6 13, en el que el sustrato (12) define al menos un orificio de
salida de gotitas (32) adyacente a al menos uno de los electrodos de la serie de electrodos.

15. El aparato de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que el al menos un orificio de salida de gotitas (32) esta en
comunicacion con una fuente de flujo liquido seleccionada entre el grupo constituido por un tubo flexible, una jeringa,
una pipeta, una bomba fluidica externa, un tubo capilar de vidrio, un tubo intravenoso y una luz de microdidlisis.
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16. El aparato de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que la sustancia dieléctrica es un material de
mascara de soldadura, material depositado por rotaciéon, material de recubrimiento por inmersién, material de
recubrimiento con cepillado o por pulverizacién, depositable por vapor, o depositado por pulverizacion catéddica.

17. El aparato de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que el material de méascara de soldadura se selecciona
entre el grupo constituido por mascara de soldadura fotosensible liquida (LPI) y mascara de soldadura de pelicula
seca (DFSS).

18. El aparato de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, que comprende, ademas, un componente electrénico
conectado de forma operativa al sustrato de la placa de circuito impreso, estando el componente electronico
seleccionado entre el grupo constituido por microcontroladores, relés, multiplexores de alto voltaje, conversores de
voltaje, diodos emisores de luz (LED), fotodiodos, tubos foto-multiplicadores (PMT), elementos calefactores,
termistores, dispositivos de resistencia a temperatura (RTD) y electrodos para mediciones electroquimicas.
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FRECUENCIA DE TRANSFERENCIA (Hz)

FRECUENCIA DE TRANSFERENCIA (Hz)

ES 2390 800 T3

FRECUENCIA FRENTE A VOLTAJE UMBRA - ELECTROIjOS DE 1,5 mm
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