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DESCRIPCION
Aparato inyector de flujo coaxial en voladizo y procedimiento de seleccion de particulas
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencién se refiere a la seleccion de particulas en un canal microfluidico de flujo laminar y mas en
particular, a la deteccion de células épticas de difusion de luz, etiqueta fluorescente, o andlisis de imagenes dirigida a
ordenar células biolégicas en un dispositivo microfluidico integrado mediante un canal activado de flujo coaxial en
voladizo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] El uso de las estructuras microfluidicas en citometria ha aumentado rapidamente con la llegada de muchas
tecnologias de microfabricacion capaces de producir redes de circuitos fluidicos. Muchas aplicaciones de citometria en
microfluidica intentan diferenciar tipos de células o células con caracteristicas especificas dentro de una poblacion de
células. Los detectores disponibles para seleccionar células van desde deteccién de difusiéon de luz, a marcador de
fluorescencia, marcadores crométicos y diferenciacion morfolégica de imagen y caracteristica. La deteccion
necesariamente precede a la seleccion y es seguida por un direccionamiento coordinado de una célula a uno u otro
trayecto. Convencionalmente, gotas de alta velocidad de fluido de seleccion de células que contienen las células de
interés son expulsadas y cargadas eléctricamente de manera que puedan ser desviadas electrostaticamente mediante
un campo de alto voltaje para dirigir las gotas a recoger a uno o dos lugares para su posterior procesamiento.

[0003] La seleccion de células tiene muchos propositos incluyendo el posterior estudio de poblaciones de células
concentradas con caracteristicas similares, como células madre o células con una caracteristica genética o quimica
particular que puedan ser marcadas con fluorescencia o tincién. Seleccionar es también un medio eficaz para validar un
esquema de deteccidn en el que una observacion humana u otro instrumento de referencia pueden evaluar células con
un mecanismo o marcador de esquema de deteccion determinado.

[0004] Una técnica de seleccion se encuentra en la patente U.S. 6.778.724, emitida el 17 de agosto de 2004, a Wang et
al., de titulo “Conmutacién y Seleccion Optica de Muestras Bioldgicas Y Microparticulas Transportadas en un
Dispositivo Microfluidico, que incluyen Dispositivos Biochip Integrados”. Alli se revela un método de conmutacion y
seleccion de pequefias particulas impulsadas con fuerzas de presién Optica, con luz laser, como se desprende del
funcionamiento de VCSELs en modo Laguerre-Gaussian, en cruces ramificados en canales microfluidicos de forma que
entran en ramas descendentes seleccionadas, realizando de ese modo conmutacion y seleccion de particulas, incluso
en paralelo.

[0005] Otra técnica de seleccion se encuentra en la patente U.S. 6.540.895, emitida el 1 de abril de 2003, a Spence et
al., de titulo “Clasificador de Células Microfabricadas para Materiales Quimicos y Biolégicos”. Alli se revela un método
para seleccionar células en un adecuado canal ramificado basandose en la presencia o en la cantidad de una sefial
detectable, tal como una sefial Optica, con o sin estimulacion, tal como exposicién a la luz a fin de fomentar
fluorescencia. Un delgado voladizo puede incluirse dentro de un punto de ramificacion, de modo que pueda ser
desplazado hacia una o la otra pared del canal principal, normalmente por atraccion electrostatica, cerrando asi un canal
ramificado seleccionado.

[0006] La seleccion de particulas, como células, en un canal microfluidico aprovecha la capacidad de utilizar tamafios
pequefios de muestras de liquidos de menos de 1 pL y permite la deteccidn y posterior separacion de particulas de la
muestra en una de una pluralidad de trayectos posibles. El mecanismo de seleccién permanece contenido y muy cerca
del lugar de deteccién, eliminando asi la necesidad de trayectos fluidicos largos que diluyan las muestras que requieren
pasos de procesamiento adicionales para concentrar aln mas la muestra para un analisis o deteccion posterior.

[0007] Otra de las ventajas de un enfoque microfluidico es que la transferencia de la muestra puede ser completamente
eliminada del hardware proporcionando trayectos fluidicos de sustitucién de bajo coste para cada muestra procesada.
La complejidad e incertidumbre de la limpieza fluidica entre procesamiento de muestras es un detalle del sistema, a
menudo pasado por alto, que requiere con frecuencia lavar el liquido 5 a 20 veces a través de tubos para limpiarlo para
procesar una muestra. La limpieza se complica mas cuando se utilizan microcanales que fuerzan condiciones de flujo
laminar que eliminan la posibilidad de crear fuerzas turbulentas de cizallamiento suficientemente fuertes para limpiar las
paredes de los tubos. El inico mecanismo de eliminacion de la contaminacion de las paredes de los tubos es la difusion
de los contaminantes de la pared en una solucion de lavado. La sustitucion mas que la limpieza de los trayectos de
fluidos requiere menos liquido y mejora sustancialmente la certeza de eliminar la contaminacion cruzada de la muestra.
La principal fuente de fracaso en la instrumentacion fluidica se encuentra en la fluidica basica. Tales modos de fallos
fluidicos incluyen fugas, obstrucciones, fallos de sellado, crecimiento de biopelicula o contaminacion acumulada.
Limpiando la solucion se produce un abrumador volumen de biorresiduos de instrumentos tales como citémetros de
flujo.

[0008] Sin embargo, hasta la invencién presente, nadie ha contemplado utilizar un canal de flujo laminar en un sistema
de seleccion microfluidico que incluya un sistema de deteccion de particulas, control de seleccién y un inyector coaxial
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en voladizo. El uso del inyector coaxial en voladizo permite, por primera vez, una capacidad para dirigir particulas,
incluyendo células biolégicas, a uno seleccionado de una pluralidad de estratos presentes en un canal de flujo laminar.
Las particulas seleccionadas resultantes comprenden asi una muestra enriquecida para facilitar el andlisis de las
condiciones de enfermedad, incluyendo varios tipos de cancer, como el de pulmén, colon, préstata, mama, cancer
cervical y de ovario.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0009] La presente invencion proporciona un aparato y método para seleccionar particulas en un canal microfluidico de
flujo laminar utilizando un elemento alargado en voladizo integrado en el dispositivo microfluidico. Un canal coaxial corre
a través del elemento alargado en voladizo, donde el canal coaxial estd dimensionado para que pasen particulas de un
tamafio predeterminado. Un accionador se acopla al elemento alargado en voladizo, para accionar dicho elemento
alargado en voladizo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0010]

FIG. 1 muestra esquematicamente un ejemplo de diagrama de bloques de un sistema de seleccion de
particulas mediante un canal activado de flujo coaxial en voladizo contemplado por una realizacion de la
presente invencion.

FIG. 2 muestra esqueméaticamente una ilustracién de ejemplo de una vista lateral de un dispositivo microfluidico
integrado para seleccionar particulas en un trayecto de flujo laminar segin se contempla por una realizacion de
la presente invencion.

FIG. 3 muestra esquematicamente una ilustracion de ejemplo de una vista en seccion extrema de un
dispositivo microfluidico integrado en operacion para seleccionar particulas en un trayecto de flujo laminar
segun se contempla por una realizacién de la presente invencion.

FIG. 4 muestra esquematicamente un diagrama de blogues de una realizaciéon de ejemplo de un sistema de
seleccién segln se contempla para uso en la presente invencion.

FIG. 5 muestra esquematicamente un diagrama de flujo de una realizacion de ejemplo de un método de
seleccidn segln se contempla para uso en la presente invencion.

FIG. 6 muestra esquematicamente un diagrama de bloques de otra realizacion de ejemplo de un sistema de
deteccién de particulas seglin se contempla para uso en la presente invencidon que emplea un sistema de
deteccion de dispersion de luz.

DESCRIPCION DE LA REALIZACION PREFERIDA DE LA INVENCION

[0011] La siguiente descripcién es del mejor modo actualmente contemplado para poner en practica la invencion. Esta
descripcién se realiza con el proposito de ilustrar los principios generales de la invencién, y no debe ser tomada en un
sentido limitador. El alcance de la invencién se determina mejor por referencia a las reivindicaciones anexas.

[0012] El sistema de la presente invencién aprovecha las condiciones de flujo laminar impuestas por la naturaleza del
flujo de fluido con nimeros de Reynolds bajos. El flujo laminar se define como un flujo con nimeros de Reynolds por
debajo de 2000, pero para la mayoria de las aplicaciones microfluidicas, especialmente las que utilizan fluidos con
viscosidad superior al agua, se alcanzan casi siempre nimeros de Reynolds por debajo de 20. Un nimero de Reynolds
bajo asegura corrientes de flujo laminar o en capas en canales. Para flujos con nimeros de Reynolds bajos, el
movimiento de fluidos ortogonal a la direccion del flujo sélo se produce cuando es conducido por fuerzas distintas de las
fuerzas generadas por el flujo. Algunas de las posibles fuerzas perturbadoras incluyen difusion provocada por
temperatura y peso molecular de los fluidos, la sedimentacion/flotabilidad que es una funcion del peso o densidad de la
materia en la corriente de flujo, fuerzas de Bernoulli que incluyen presiones diferenciales creadas por un flujo desigual
en diferentes lados de un objeto, y fuerzas mecéanicas o electromagnéticas. Normalmente, una particula que fluye por
una capa de la corriente de flujo tenderd a mantenerse en esa capa hasta que se ha actuado sobre ella por una fuerza
externa.

[0013] En una realizacion ejemplar, la presente invencion utiliza un dispositivo inyector de flujo coaxial en voladizo que
se puede doblar a voluntad para entregar particulas en un estrato particular de una corriente de flujo laminar dentro de
un canal. El flujo laminar conservara la ubicacion de la corriente de flujo con particula inyectada hasta una division en el
trayecto del flujo. El trayecto de flujo puede dividirse en dos o mas trayectos con dimensiones de canal y propiedades de
materiales simétricas de tal manera que se produzca una casi igual division de el trayecto de flujo. Es a menudo
ventajoso evacuar los trayectos de aire para evitar que pequefios atrapamientos de aire afecten a la simetria de la
divisién del flujo laminar.
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[0014] En operacion, accionar o doblar el tubo de inyeccién de flujo centrado en voladizo en un trayecto de flujo laminar
unida coaxialmente puede dirigir una célula dirigida a uno de dos o mas canales. La velocidad limite de actuaciéon
dependera de las fuerzas aplicadas al voladizo y de la constante natural de muelle del material utilizado en la
fabricacion, de la amortiguacion viscosa del fluido en el canal, y de la distancia a la que debe viajar el accionador. En un
canal microfluidico tipico la deflexion requerida seréd de menos de 100 micras.

[0015] El uso de una solucion tixotropica o de adelgazamiento por cizalla, como un gel Optico, en un dispositivo
microfluidico construido de acuerdo con la presente invencion permite que el flujo en un trayecto liquida de seleccion o
deteccion se ralentice o detenga sin una sedimentacion gravitacional de particulas dentro del fluido. Tales soluciones
ademas amplian el uso de un clasificador para una operacion muy lenta, como, por ejemplo la seleccion de particulas
durante un nimero de horas, sin sedimentacién gravitacional como limitacién. Geles épticos tixotrépicos listos para usar
se seleccionan por sus propiedades opticas y geles Opticos que tienen claridad e indices de refraccién adecuada estan
comercialmente disponibles.

[0016] En referencia ahora a la FIG. 1, esquematicamente se muestra un ejemplo de diagrama de bloque de un sistema
de seleccion de particulas en un canal microfluidico segun lo previsto por una realizacion de la presente invencion. Un
sistema de seleccién 100 incluye un sistema de control fluidico 10 configurado para proporcionar una sefial de control
de seleccion 19, una sefial de control de bomba 20 y una sefial de control de vacio 22. Un sistema de deteccion de
particulas 12 esta acoplado electronicamente para transmitir informacién de imagen al sistema de control fluidico 10. Un
sistema de conduccion de flujo de fluidos 5 recibe informacién de control de la sefial de control de bomba 20 y de la
sefial de control de vacio 22. Un colector de interfaz 15 puede también acoplarse al sistema de conduccion de flujo de
fluidos 5. Un dispositivo microfluidico integrado 101 puede ser montado en el colector de interfaz 15. Como sera
apreciado por los expertos en la materia, el colector de interfaz no es necesario para cada aplicaciéon de disefio de la
invencion, pero puede ser Util para algunas aplicaciones.

[0017] El dispositivo microfluidico integrado 101 incluye ventajosamente un canal de soporte de muestra 30, una célula
de foco hidrodinamico 37, una zona de inspeccién 32 en comunicacion con un canal de seleccién 36 que incluye un
inyector de flujo coaxial en voladizo 35 (como se muestra en detalle, por ejemplo en la FIG. 2) aguas abajo del canal de
soporte de muestra 30. A través del canal de seleccion 36, unas particulas, incluyendo células biolégicas, se clasifican
en al menos dos canales de salida, incluyendo un canal de residuos 38 y un canal de células recolectadas 40. La zona
de inspeccion 32 se sitla para pasar particulas en posicion para ser detectadas por el sistema de deteccién de
particulas 12. Donde el sistema de deteccion de particulas 12 incluye un microscopio, por ejemplo, la zona de
inspeccion 32 se situaria en el campo de vision de la 6ptica del microscopio. En una realizacion util de la invencion un
accionador de clasificacion 34 se encuentra proximo al inyector de flujo coaxial en voladizo 35, y acoplado para recibir la
sefial de control de seleccién 19 desde el sistema de control fluidico 10.

[0018] EI sistema de deteccion de particulas 12 puede ser cualquier sistema de deteccién adecuado para detectar
caracteristicas distintivas inherentes a o impartidos a particulas que estan siendo procesadas. Por ejemplo, el sistema
de deteccion de particulas 12 puede ser un sistema eléctrico de zona de deteccidn, un sistema de deteccion de difusion
de luz, un sistema basado en deteccién de fluorescencia, un sistema optico de captura y procesamiento de imagen, un
sistema de microscopia, un sistema de tomografia optica o equivalentes. El sistema de deteccion puede ser externo al
dispositivo microfluidico, integrado en el dispositivo microfluidico o parcialmente integrado en el dispositivo microfluidico.

[0019] EI sistema de accionamiento de flujo fluido 5 puede incluir ventajosamente al menos un depésito de fluido 26, al
menos una bomba de fluido 24 acoplada al al menos un depésito de liquido 26, y al menos una bomba de vacio 28
acoplada a la al menos una bomba de fluido 24. Los especialistas en la materia que tengan el beneficio de esta
revelacion reconoceran que el depdésito, la bomba de vacio y la bomba de fluido pueden ser de configuraciones,
tamafios y cantidades diferentes dependiendo de la aplicacion siempre y cuando estén adecuadamente configuradas
para transmitir presion de accionamiento de fluido y presion de vacio para proporcionar condiciones de flujo laminar a
través del colector de interfaz al dispositivo microfluidico integrado. El sistema de accionamiento de flujo fluido puede
transmitir ventajosamente fluido utilizando desplazamiento positivo o presion y/o presion de vacio para proporcionar
condiciones de flujo laminar. En una realizacion de un ejemplo las condiciones de flujo laminar comprenden una
circulacion a tapon.

[0020] En un ejemplo de realizacion util, el canal de soporte de muestra 30 contiene una muestra de células biologicas.
Asi, en el caso donde las particulas estén siendo clasificadas en células de interés y otras particulas, las células de
interés pueden ser dirigidas por operacion del accionador de clasificacion del canal de recoleccién de células 40
mientras que otras particulas son dirigidas al canal de residuos 38. En algunas aplicaciones puede ser deseable
procesar adicionalmente las células no recolectadas en todavia otros tipos de particulas o células. En tales casos puede
conectarse una pluralidad de sistemas de seleccion de la invencién para continuar la seleccion en base a criterios
diferentes o pueden emplearse mas de dos canales de seleccion. De esta manera el aparato y el método de la
invencién proporcionan un medio para enriquecer una muestra bioldgica a fin de facilitar el analisis aguas abajo de las
condiciones de enfermedades tales como el cancer.

[0021] Dependiendo de la informacion recibida desde el sistema de deteccion, el sistema de control fluidico 10
proporciona una sefal de respuesta de control de seleccion 19 al accionador de clasificacién 34 que a su vez opera
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para accionar el inyector de flujo coaxial en voladizo 35 para seleccionar células bioldgicas en uno seleccionado de los
al menos dos canales de salida. Por ejemplo, en el caso donde estén siendo recolectadas células bioldgicas, el inyector
de flujo coaxial en voladizo 35 sera accionado para doblarse para entregar células de interés en un estrato seleccionado
de una corriente de flujo laminar que conduce al canal de recoleccion de células.

[0022] EIl dispositivo microfluidico integrado 101 puede constar de una pluralidad de laminaciones tipicas en la
construccion de dispositivos microfluidicos. Diversos procesos son conocidos por producir sistemas microfluidicos
complejos incluyendo ataque quimico humedo, corte laser, corte laminado laser, micromoldeado, fotopolimerizacion y
métodos y combinaciones de métodos equivalentes. El proceso de laminado polimérico utilizando una multiplicidad de
capas permite el cruce de canales asi como la posibilidad de utilizar diferentes materiales para diferentes capas.
Algunos materiales Utiles para la fabricacién de dispositivos microfluidicos integrados contienen silicio, vidrio, peliculas
poliméricas, elastébmeros de silicona, materiales fotoresist, hidrogeles, termoplasticos y materiales conocidos
equivalentes.

[0023] En referencia ahora a la FIG. 2, se muestra esquematicamente una ilustracién de un ejemplo de una vista lateral
de un dispositivo microfluidico integrado para clasificar particulas en un trayecto de flujo laminar segun lo previsto por
una realizacion de la presente invencién. Un canal de flujo coaxial en voladizo 200 incorporado en el inyector de flujo
coaxial en voladizo 35 permite la inyeccién de particulas o células a un fluido de vaina de flujo laminar que se divide en
flujo como corriente de flujo 'A', que continlia hacia abajo del canal 40 y corriente de flujo 'B', que sigue hacia abajo del
canal 38. El canal central 200 esta en voladizo y suspendido en la vaina de flujo que entra en los canales 218 y 209
desde la izquierda. Un objeto, como una célula biolégica 237, circula por el canal central en voladizo justo antes de que
se expulse a un area de flujo combinado denominado canal de seleccion 36. Un recubrimiento ferroso 235 o material
ferroso embebido como un alambre de niquel puede ser embebido en o aplicado de otro modo a las paredes del canal
200. Alternativamente el material 235 puede ser un curvador bimetdlico o un material piezo curvador para mover el
canal en voladizo hacia arriba en el flujo de corriente 'A' o hacia abajo en el flujo de corriente 'B'. Fuera de los canales
fluidicos puede haber accionadores electromagnéticos 34 y 341 que cuando son activados empujan el voladizo hacia el
accionador. También pueden emplearse otros sistemas equivalentes de accionamiento.

[0024] En un ejemplo, el inyector de flujo coaxial en voladizo en el que el canal coaxial puede tener un diametro en el
intervalo de 100 micras a 1 mm. En otro ejemplo de realizacion el inyector de flujo coaxial en voladizo ventajosamente
puede tener un diametro en el rango de 50 micras a 1 mm.

[0025] En referencia ahora a la FIG. 3, se muestra esquematicamente una ilustracién de un ejemplo de una vista lateral
de un dispositivo microfluidico integrado para ordenar particulas en un trayecto de flujo laminar en un estado accionado
segun lo previsto por una realizacion de la presente invencion. En el estado de accionamiento mostrado, una sefial de
control en respuesta al reconocimiento de un objeto de interés, como una célula bioloégica 237, provoca que el primer
accionador 34 sea activado por una sefial eléctrica en la bobina 208. En respuesta, el primer accionador de seleccién
34, aqui un electroiman, estira el canal en voladizo 200 ligeramente hacia arriba en el canal unas 20-100 micras. La leve
flexion hacia arriba es suficiente para inyectar la célula 237 en la corriente de flujo laminar 'A' que entra en el canal de
células recolectadas 40 desde el que mas tarde podran recolectarse células. Ya que el flujo es continuo, la siguiente
célula 203 en el canal central 200 tendra entonces que ser dirigida hacia un canal seleccionado segin lo determinado
por el sistema de deteccion de particulas 12 (FIG. 1) antes de la seleccion por el inyector de flujo coaxial en voladizo 35.
La direccion de la siguiente célula 203 se producira mediante la activacion del primer accionador 34 o del segundo
activador 341 con bobina 258 después de que la célula 237 ha sido expulsada, pero antes de que la siguiente célula 203
alcance el punto de eyeccion. Nitese que si no se identifica un objeto de interés en la zona de inspeccion el segundo
activador de clasificacién 341 se activaria provocando el doblado del inyector de flujo coaxial en voladizo 35 en la
direccién opuesta dirigiendo asi el objeto que no interesa al canal de residuos 38.

[0026] En referencia ahora a la FIG. 4, se muestra una realizacion de ejemplo de un sistema de deteccion de particulas
12 previsto para su uso en la presente invencion. El sistema de deteccion de particulas 12 ventajosamente puede
constar de Optica de microscopio 42 acoplada para enviar informacion de imagen a una camara 50. La camara 50
ventajosamente puede comprender cualquier camara convencional, una camara digital, o un sensor de imagen
equivalente como uno que utilice dispositivos de carga acoplados, color, infrarrojos, sensores ultravioleta y otros
similares que dependen de la aplicacion y de la frecuencia espectral de la imagen que esta siendo creada. La camara
50 transmite informacidn de generacién de imagenes a un sistema de procesamiento de imagenes 51. El sistema de
procesamiento de imagen 51 ventajosamente puede constar de un sistema de caracterizacion de célula, un programa
de software de reconocimiento de objetivo, un programa de software de reconstruccién individual o multidimensional de
imagen o equivalente que se ejecuta en un ordenador personal, circuito integrado especifico de aplicacién o en un
procesador equivalente. Dicho software es capaz de distinguir rasgos y caracteristicas de las particulas con imagen
generada. El sistema de procesamiento de imagenes hace una determinacion de seleccion basada en la informacion de
imagen y transmite la determinacion al sistema de control fluidico 10 que genera sefiales de control de selecciéon en
respuesta a las imagenes procesadas en el programa de software. El sistema de control fluidico ventajosamente puede
incorporar un generador de retardo de tiempo 11 para determinar el retardo entre el momento en que la particula es
detectada en la zona de inspeccién y el momento en que alcanza la punta 39. El mecanismo de temporizacion puede
ser un temporizador incorporado en el control fluidico, o el dispositivo microfluidico integrado 101, o afiadido como un
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conjunto separado de sensores. Alternativamente, el retardo de tiempo puede calcularse utilizando pardmetros de
sistema conocidos y el tiempo de deteccién de una particula o equivalentes.

[0027] EI dispositivo microfluidico integrado 101 esta posicionado para situar la zona de inspeccioén 32 dentro del campo
de vision de la dptica de microscopio 42. A medida que el procesador de imagenes 51 identifica particulas y células de
las imagenes de la camara en la zona de inspeccion envia informacion al control fluidico 10. El control fluidico 10, envia
como respuesta una sefial de control de seleccién 19 a uno de los accionadores de seleccion 34, 341 (341 no mostrado
aqui). Se entendera que la sefial de control 19 puede representar una pluralidad de lineas analégicas o digitales
construidas de conformidad con principios de ingenieria aceptados. Es decir, si el procesamiento de imagen reconoce
una célula biolégica, por ejemplo, la correspondiente sefial de control de seleccion accionara los accionadores de
seleccién para desviar la punta del eyector en voladizo 39 para enviar la célula al canal de células recolectadas. De lo
contrario, la particula sera dirigida al canal de residuos al desviar el voladizo en la direccién opuesta.

[0028] En una realizacién, el sistema como se contempla en la presente invencion puede utilizar tomografia Optica para
el sistema de deteccion. Algunos ejemplos de sistemas Utiles basados en tomografia optica incluyendo algoritmos de
reconstruccion se describen en la patente US 6,522,775, de fecha 18 de febrero de 2003 a Nelson y titulada, "Apparatus
and Method for Imaging Small Objects in a Flow Stream Using Optical Tomography". La divulgacién completa de la
patente US 6,522,775, se incorpora aqui por referencia.

[0029] En referencia ahora a la FIG. 5, se muestra esquematicamente un diagrama de bloque de un ejemplo de
realizacion de un método de seleccion en un trayecto de flujo laminar microfluidico segun lo segln se prevé para uso en
la presente invencion. El método de seleccion 300 incluye los pasos de:

transportar particulas en un trayecto de flujo laminar dentro de un dispositivo microfluidico integrado en el paso
302,

detectar caracteristicas de al menos una parte de la pluralidad de particulas en el trayecto de flujo laminar en el
paso 303,

detectar la velocidad de dichas particulas con imagenes sucesivas o detecciones en el paso 304,
generar informacién de deteccion en respuesta a las caracteristicas detectadas en el paso 305,

hacer una determinacion de seleccion para una particula seleccionada en base a las caracteristicas detectadas
en el paso 306,

retardar hasta que la particula esta en la punta del expulsor en el paso 307, y
dirigir la particula seleccionada a un estrato seleccionado de el trayecto de flujo laminar en el paso 308.

[0030] En una realizaacion util el paso 302 de transportar particulas en un trayecto de flujo laminar puede
ventajosamente llevarse a cabo operando el sistema de control fluidico para proporcionar, una sefial de control de
bomba y una sefal de control de vacio y conduciendo el flujo de fluido a través de un colector de interfaz opcional en
respuesta a la sefial de control de la bomba y la sefial de control de vacio. En la realizacién que utiliza un sistema de
deteccion optica , el paso 303 de detectar caracteristicas de particulas en el trayecto de flujo laminar puede
ventajosamente llevarse a cabo mediante captura de imagenes con la camara acoplada electronicamente al sistema de
control fluidico. La optica de microscopio puede acoplarse para enviar imagenes a la camara cuando las muestras de un
canal de soporte de muestras son hidrodindmicamente enfocadas y transportadas a través del campo de vision de la
Optica de microscopio y dentro de la profundidad de campo de la 6ptica. El paso 304 de dirigir la particula seleccionada
puede ventajosamente llevarse a cabo por el inyector de flujo coaxial en voladizo aguas abajo del canal de soporte de
muestra y del canal de visualizacion oOptica. El sistema de control fluidico es operado para proporcionar sefiales de
control de seleccion al accionador de seleccién que actla en el inyector de flujo coaxial en voladizo para dirigir un objeto
a un trayecto de flujo laminar, que se divide en uno de al menos dos canales de salida. El paso 307 de retardar hasta
gue la particula esté en la punta eyectora puede ventajosamente ser segln un retardo temporizado determinado por
medicion o predeterminacién de la velocidad de una particula o célula en la corriente de flujo y la distancia entre la punta
eyectora y la zona de inspeccion. Por lo tanto, la deteccién de una particula en la zona de inspeccion desencadena el
retardo de tiempo. Alternativamente, el retraso de tiempo se puede establecer en otras partes de los sistemas de
deteccién o de procesamiento de imagen o combinaciones de los mismos.

[0031] En referencia ahora a la FIG. 6, se muestra esquematicamente otra realizacion de ejemplo de un sistema de
deteccién de particulas 12A previsto para su uso en la presente invencion. El sistema de deteccion de particulas 12A
puede ventajosamente constar de un sistema de deteccion de dispersiéon de luz en donde la luz puede transmitirse de
una fuente de luz 142 a través de la Optica 144 para incidir en una célula 1 en la zona de inspeccion 32. La luz
dispersada 155 del objeto es transmitida a través de la Optica de retorno 154 sobre un sensor de luz 151. Las sefiales
de deteccion del sensor de luz se procesan por un detector de raagos 160 el cual hace una determinacion de seleccion
basada en la intensidad de la luz dispersada dentro de un determinado angulo de recogida de luz. El detector de
caracteristicas envia informacion de seleccion al control del interruptor fluidico que en respuesta acciona el mecanismo
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de seleccién sustancialmente como se ha descrito con referencia a las FIGS.1 a 6. Mediante la sustitucion de los
sensores y las fuentes de luz como conocen los expertos en la materia que tengan el beneficio de esta revelacion,
puede utilizarse un sistema de deteccién similar para detectar fluorescencia o sefiales espectralmente codificadas del
objeto donde el color o presencia de un marcador espectralmente codificado se introduce en la decision para dirigir una
particula o célula a un canal u otro, en este ejemplo, la célula 1.
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REIVINDICACIONES
1. Un inyector de flujo coaxial en voladizo en un dispositivo microfluidico de flujo laminar (100) que comprende:
un elemento alargado en voladizo (35) integrado en dicho dispositivo microfluidico de flujo laminar (100);

un canal coaxial (200) que corre a través de dicho elemento alargado en voladizo (35), dicho canal coaxial
(200) estando dimensionado para pasar particulas (237) de un tamafio predeterminado; y

un accionador (34), acoplado a dicho elemento alargado en voladizo (35), para accionar dicho elemento
alargado en voladizo (35).

2. El inyector de flujo coaxial en voladizo de la reivindicacién 1 en donde dicho elemento de accionamiento comprende
un accionador (34) seleccionado del grupo que consiste de un dispositivo de flexién piezoeléctrico, un generador de
campo magnético, un elemento electromagnético y un dispositivo de atraccién electrostatica.

3. El inyector de flujo coaxial en voladizo de la reivindicacion 1 en donde el elemento alargado en voladizo (35),
incorpora al menos uno de un alambre, un recubrimiento ferroso, material ferroso embebido y un alambre de niquel.

4. El inyector de flujo coaxial en voladizo de la reivindicacion 1 en donde el canal coaxial (200) esta dimensionado para
pasar células biologicas (1) en un flujo laminar.

5. El inyector de flujo coaxial en voladizo de la reivindicacion 1 en donde el elemento alargado en voladizo (35) esta
adaptado para ser accionado para dispensar particulas (237) en una pluralidad de estratos de flujo laminar en el
dispositivo microfluidico (100).

6. El inyector de flujo coaxial en voladizo de la reivindicacion 1 en donde el canal coaxial (200) tiene un didmetro en el
intervalo de 100 micras a 1 mm.

7. El inyector de flujo coaxial en voladizo de la reivindicacién 1 en donde el canal coaxial (200) tiene un didmetro en el
intervalo de 50 micras a 1 mm.

8. Un método para seleccionar particulas (237) en un trayecto microfluidica de flujo laminar, el método de seleccién
comprendiendo los pasos de:

transportar una pluralidad de particulas en un trayecto de flujo laminar (302) dentro de un dispositivo
microfluidico integrado (100);

detectar caracteristicas de la pluralidad de particulas (303) en el trayecto de flujo laminar;
generar informacion de deteccion (305) en respuesta a las caracteristicas detectadas;

hacer una determinacion de seleccién (306) para una particula seleccionada en base a la informacion de
deteccion;

inyectar la particula seleccionada en un inyector de flujo coaxial en voladizo (35) aguas abajo del canal de
soporte de muestra; y

proporcionar sefiales de control de seleccién en respuesta a la determinacion de seleccién a un accionador de
seleccion (34) que actla sobre el inyector de flujo coaxial en voladizo (35) a fin de dirigir la particula
seleccionada a un estrato seleccionado (308) de la trayectoria de flujo laminar a través de uno de al menos dos
canales de salida (38, 40).

9. El método de la reivindicacion 8 en donde el paso de transportar incluye ademas enfocar hidrodinAmicamente la
pluralidad de particulas (237) en el trayecto de flujo laminar.

10. El método de la reivindicacion 8 en donde el paso de detectar caracteristicas (303) comprende operar al menos uno
de un sistema de deteccion de dispersion de luz para detectar caracteristicas que incluye propiedades de dispersion, un
sistema de deteccion de fluorescencia para detectar caracteristicas que incluye propiedades de fluorescencia, un
sistema de microscopia para detectar caracteristicas que incluye propiedades de generacion de imagenes, y una
captura 6ptica de imagen, un sistema de tomografia Optica para detectar caracteristicas que incluye propiedades de
generacion de imagenes, y un sistema de procesamiento para deteccion de caracteristicas que incluye propiedades de
generacion de imagenes.

11. ElI método de la reivindicacion 10 en donde el paso de operar un sistema de captura éptica de imagen y de
procesamiento comprende el paso de capturar imagenes de particulas (237) en el trayecto de flujo laminar con una
camara (151).
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12. El método de la reivindicacién 10 en donde sistema de captura Optica de imagen y de procesamiento comprende
ademas un programa de software de reconocimiento de objetivo para hacer la determinacién de seleccién

13. El método de la reivindicacién 8 en donde el accionador de seleccion (34) es seleccionado del grupo que consta de
un dispositivo de flexion piezoeléctrico, un generador de campo magnético, un electroiman y un dispositivo de atraccion
electrostatica.

14. El método de la reivindicacion 8 en donde el inyector de flujo coaxial en voladizo (35) incorpora al menos uno de un
alambre, un recubrimiento ferroso, material ferroso embebido y un alambre de niquel.

15. El método de la reivindicacién 8 en donde las particulas (237) comprenden células biologicas (1).
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