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DESCRIPCION
Procedimiento para generar gotas

[0001] La presente invencion se refiere a procedimientos para generar gotas de un primer liquido en un
segundo liquido y, en particular, a procedimientos para generar gotas en la microfluidica centrifuga.

[0002] La microfluidica centrifuga se ocupa de la manipulacion de liquidos en el intervalo comprendido entre
femtolitros y mililitros en sistemas rotativos. Dichos sistemas son en su mayoria cartuchos de polimeros desechables
que se utilizan en o en lugar de rotores centrifugos con la intenciéon de automatizar los procedimientos de laboratorio.
Los procedimientos estandar de laboratorio, como pipeteo, centrifugacién, mezcla o alicuota, se pueden implementar
en un cartucho microfluidico. Para este propésito, los cartuchos contienen canales para guiar fluidos, asi como
camaras para recolectar liquidos. Una secuencia predefinida de frecuencias de rotacion, el llamado protocolo de
frecuencia, se aplica a los cartuchos, para que los liquidos en los cartuchos puedan ser movidos por la fuerza
centrifuga.

[0003] La microfluidica centrifuga se utiliza principalmente en analisis de laboratorio y diagnéstico moévil. Dichos
cartuchos pueden disefiarse como discos microfluidicos centrifugos, como se conocen con los nombres "Lab-on-a-
disk", "LabDisk" y "Lab-on-CD", etc., que se utilizan en dispositivos de procesamiento especiales. Otros formatos,
como los tubos de centrifuga microfluidica, que se conocen, por ejemplo, con el nombre de "LabTube", se pueden
utilizar en rotores de dispositivos de laboratorio estandar ya existentes.

[0004] Una operacion basica esencial que debe llevarse a cabo en cartuchos microfluidicos centrifugos es la
alicuota dirigida de un volumen de liquido en distintos subvolimenes, las llamadas alicuotas. Para el uso de esta
operacion basica en un posible producto, la consistencia y la simplicidad para aplicar el procedimiento es de suma
importancia. Ademas, la operacién basica debera implementarse monoliticamente, de modo que no se requieran
componentes ni materiales adicionales que aumenten considerablemente los costes del cartucho debido a los costes
de material o al ensamblaje adicional y la tecnologia de conexién (ensamblaje).

[0005] Diversas aplicaciones, por ejemplo, PCR digital (reaccién en cadena de la polimerasa), procedimientos
unicelulares, recuento de bacterias mediante fagos fluorescentes y la produccion de particulas en el intervalo de
micrometros, requieren la produccion de una gran cantidad de alicuotas. Deben producirse entre cientos y mas de un
millén de alicuotas. Para muchas aplicaciones es importante crear alicuotas de pequefio tamafo (entre unos pocos
microlitros y picolitros o femtolitros). Esto es en particular importante si se debe generar una cierta cantidad de
alicuotas para llevar a cabo un experimento deseado, pero el volumen inicial es limitado, p. €j., en la PCR digital. Los
altos costes de los reactivos, la costosa purificacion del material de muestra o pequefas cantidades de material de
muestra son a menudo una limitacién para tales aplicaciones.

[0006] Por lo tanto, existe la necesidad de una operacion basica para sistemas microfluidicos centrifugos que
permitan una alicuota especifica de un volumen en muchas alicuotas (unos pocos cientos a mas de un millén) de
volimenes pequefios (entre unos pocos microlitros y femtolitros). Se conoce una pluralidad de técnicas para la
generacion de gotas en plataformas microfluidicas y microfluidicas centrifugas impulsadas por presion.

[0007] El documento DE10361411 se refiere a un dispositivo mezclador y a un procedimiento para mezclar al
menos dos liquidos.

[0008] El documento W02013/120190 se refiere a un procedimiento para mezclar dos fluidos en un dispositivo
microfluidico.

[0009] Los procedimientos conocidos impulsados por presién para crear gotas de aceite a partir de una

disolucion acuosa utilizan un sistema de microcanales para emulsionar la disolucién acuosa en aceite. La fase acuosa
fluye a través de un canal hacia una camara llena de aceite. Desplaza el aceite y fluye un nivel hacia una meseta. Esta
meseta esta dividida en canales por una serie de paredes. La fase acuosa fluye a través de estos canales a la meseta
de atras. A partir de ahi, la fase fluye hacia una camara de atras en la direccion del flujo y crea una emulsion mediante
el desprendimiento de gotas en el borde de la camara. Dichos procedimientos se describen, por ejemplo, en [6], [9] a
[20] y [22].

[0010] [8] describe un procedimiento en el que la generacion impulsada por presion y el transporte de burbujas
de gas en liquidos tiene lugar a través de una altura de camara cambiante. Tales procedimientos permiten la
produccién de burbujas a partir de una fase gaseosa en una fase liquida mediante un sistema de microcanal. La fase
gaseosa fluye a través de un canal hacia una camara que se llena con la fase acuosa. La camara esta biselada para
gue su extremo plano esté en la boca del canal y sea tan alto como la altura del canal. Impulsada por la presién, la
fase gaseosa fluye hacia la boca del canal, donde una burbuja empuja hacia la segunda fase. Debido a la camara de
ensanchamiento, las burbujas de un tamafio definido se desprenden de la lengua para liquidos y migran en la direccién
del flujo hacia la camara, impulsadas por el ensanchamiento de la altura de la camara y las fuerzas capilares.
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[0011] [1] y [2] describen un procedimiento para la generacion impulsada por presion y el transporte de gotas
de liquido en liquidos a través de una altura de camara cambiante. Este procedimiento permite generar gotas de una
primera fase liquida en una segunda fase liquida con la ayuda de un sistema de microcanales. La primera fase fluye
através de un canal hacia una camara que se llena con la segunda fase. La camara esta biselada para que su extremo
plano esté en la boca del canal y sea tan alto como la altura del canal. Impulsada por una bomba, la primera fase fluye
hacia la boca del canal, donde una lengua para liquidos empuja hacia la segunda fase. Debido a la camara de
ensanchamiento, las gotas de un tamafio definido se desprenden de la lengua para liquidos y migran en la direccién
del flujo hacia la camara, impulsadas por el ensanchamiento de la altura de la camaray las fuerzas capilares.

[0012] Un procedimiento comparable se describe en [23]. Se describe un sistema operado por presién, es decir,
no uno centrifugo, que presenta un dispositivo para generar gotas. El componente principal es un ensanchamiento
para crear gotas. Después de un primer llenado con, p. €j., aceite se convierte en una segunda fase, p. €j., agua,
emulsionada por fuerzas capilares en el ensanchamiento. El tamafio de las gotas se determina principalmente por la
geometria del ensanchamiento. También se describe la paralelizacion mediante una disposicion circular.

[0013] [3] y [7] describen un procedimiento para la generacion centrifuga de gotas liquidas en el aire. Este
procedimiento permite que se generen gotas de liquido en el aire con la ayuda de un sistema de microcanales y luego
las gotas se recojan en una disolucion acuosa. La primera fase liquida, impulsada por la fuerza centrifuga, fluye a
través de un canal hacia un capilar, al final del cual hay una micro boquilla que cuelga libremente en el aire. A cierta
frecuencia, caen al final del corte capilar, vuelan una corta distancia a través del aire circundante y luego golpean la
superficie de un liquido en un recipiente colector. Alli las gotas se endurecen (parcialmente) a través de una reaccion
bioquimica y se recogen. El receptaculo se conecta de tal manera que en reposo es perpendicular al suelo y solo se
coloca en posicion horizontal al ejercer una fuerza centrifuga.

[0014] [5] describe un procedimiento para la generacién centrifuga de volimenes cerrados de liquido en un
disco giratorio. Este procedimiento permite la creacion de volimenes liquidos cerrados con la ayuda de un microcanal
y un sistema de microprofundizacion. Un primer liquido se coloca en una camara de entrada de un sistema
microfluidico en un disco giratorio. Mediante fuerza centrifuga, este liquido se mueve hacia una camara con muchos
pocillos pequefios que se llenan con el primer liquido. Se usa un segundo liquido inmiscible para desplazar el
sobrenadante del primer liquido por encima de las paredes de los pocillos. Como resultado, se interrumpe el contacto
directo entre si de los volumenes liquidos del primer liquido en los pocillos.

[0015] [4] y [21] describen dispositivos y procedimientos para producir una mezcla de dos fases mutuamente
insolubles. Se proporciona un disco centrifugo microfluidico para generar gotas, donde la generacion de gotas se basa
en el principio de un flujo del manto. Un desprendimiento de gota de una fase acuosa de un primer canal se crea
mediante constriccion mediante un flujo de aceite de los canales adyacentes. Después de la confluencia de los canales
adyacentes en el primer canal, el primer canal se ensancha y las gotas generadas entran en la seccién ensanchada
del primer canal.

[0016] La presente invencion tiene por objeto proporcionar un procedimiento alternativo que permita de manera
centrifuga generar una o varias gotas de un liquido que estén incrustadas en otro liquido.

[0017] Este objeto se logra mediante un procedimiento segun la reivindicacion 1.

[0018] Realizaciones ejemplares de la divulgacion se explican con mas detalle a continuacion con referencia a
los dibujos adjuntos. Donde:

La figura 1 muestra esquematicamente estructuras fluidicas en las que un canal de fluido se abre en una camara
de fluido en una seccién radialmente exterior;

La figura 2 muestra esquematicamente estructuras fluidicas en las que un canal de fluido se abre en una camara
de fluido en una seccion radialmente interna;

Las figuras 3a a 3c muestran representaciones esquematicas para explicar areas de transicion;
La figura 4 muestra diagramas esquematicos que muestran la generacion de gotas en una zona de transicion;

Las figuras 5a a 5¢ muestran diagramas de distintos tamafios de gotas con cambios de parametros del canal de
fluido y la zona de transicion;

La figura 6 muestra una ilustracion esquematica de un dispositivo para generar gotas;

La figura 7 muestra una representacion esquematica de emulsiones producidas;
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La figura 8 muestra una ilustracion esquematica de estructuras fluidicas para la generacidn de gotas combinadas
con otras operaciones;

Las figuras 9a y 9b muestran representaciones esquematicas de estructuras fluidicas para la generacion paralela
de varias gotas;

Las figuras 10a y 10b muestran representaciones esquematicas de estructuras fluidicas para la generacion paralela
de varias gotas con distintas propiedades;

La figura 11 muestra una ilustracién esquematica de realizaciones ejemplares alternativas de estructuras fluidicas;
y

Las figuras 12 y 13 muestran vistas laterales esquematicas para explicar realizaciones ejemplares de dispositivos
para generar gotas de una o varias gotas.

[0019] Antes de que las realizaciones ejemplares de la invencion se expliquen con mas detalle, primero debe
sefialarse que los ejemplos de la divulgacion pueden usarse en particular en el campo de la microfluidica centrifuga,
gue se ocupa del procesamiento de liquidos en el intervalo comprendido entre femtolitros y mililitros. En consecuencia,
las estructuras fluidicas pueden presentar dimensiones adecuadas en el intervalo de micrometros para el manejo de
los volumenes de liquido correspondientes. En particular, se pueden aplicar realizaciones ejemplares de la descripcién
a sistemas microfluidicos centrifugos, como se conoce, por ejemplo, bajo el nombre de "Lab-on-a-Disk".

[0020] Cuando se usa el término «radial» en la presente invencion, se entiende radial con respecto a un centro
de rotacion sobre el cual se puede girar el cuerpo de rotacién. En el campo centrifugo, una direccion radial se aleja
radialmente del centro de rotacién y una direccién radial aumenta radialmente hacia el centro de rotaciéon. Un canal de
fluido, cuyo comienzo esta mas cerca del centro de rotacion que su extremo, disminuye radialmente, mientras que un
canal de fluido, cuyo comienzo esta mas alejado del centro de rotacién que su extremo, aumenta radialmente. Un
canal que presenta una seccion radialmente ascendente comprende componentes direccionales que se elevan
radialmente o corren radialmente hacia adentro. Esta claro que dicho canal no tiene que correr exactamente a lo largo
de una linea radial, sino que puede correr en angulo a la linea radial o curva.

[0021] Cuando se hace referencia a un canal de fluido en la presente invencion, significa una estructura cuya
dimensidon de longitud desde una entrada de fluido a una salida de fluido es mayor, por ejemplo, que mas de 5 veces
0 que mas de 10 veces mas grande, que la dimension o dimensiones que define o definen la seccidn transversal del
flujo. Por lo tanto, un canal de fluido puede presentar una resistencia de flujo para que se fluya a través de él desde la
entrada de fluido a la salida de fluido. Por el contrario, una camara de fluido en esta invencidn es una camara que
puede presentar dimensiones tales que no ocurra una resistencia de flujo relevante en ella.

[0022] Como entenderan los expertos en la materia, el término fase liquida como se usa en la presente
invencion también incluye liquidos que contienen componentes soélidos, tales como, p. €j., suspensiones y muestras
biologicas.

[0023] Con referencia a las figuras 12 y 13, se describen primero ejemplos de sistemas microfluidicos
centrifugos.

[0024] La figura 12 muestra un dispositivo con un modulo fluidico 10 en forma de cuerpo giratorio, que presenta
un sustrato 12 y una cubierta 14. El sustrato 12 y la cubierta 14 pueden ser circulares en vista en planta, con una
abertura central, a través de la cual el cuerpo giratorio 10 puede unirse a una parte giratoria 18 de un dispositivo de
accionamiento 20 a través de un dispositivo de fijacion convencional 16. La parte giratoria 18 esta montada de forma
giratoria en una parte estacionaria 22 del dispositivo de accionamiento 20. El dispositivo de accionamiento 20 puede
ser, por ejemplo, una centrifuga convencional, que puede presentar una velocidad de rotacion ajustable, o una unidad
de CD o DVD. Se puede proporcionar un dispositivo de control 24, que esta disefiado para controlar el dispositivo de
accionamiento 20 para aplicar una rotacion o rotaciones de distintas frecuencias de rotacion al cuerpo giratorio 10. El
dispositivo de control 24 puede, como es obvio para los expertos en la técnica, implementarse, por ejemplo, mediante
un dispositivo informatico programado apropiadamente o un circuito integrado especifico del usuario. El dispositivo de
control 24 también puede disefiarse para controlar el dispositivo de accionamiento 20 en respuesta a las entradas
manuales de un usuario para efectuar las rotaciones necesarias del cuerpo giratorio. En cualquier caso, el controlador
24 puede configurarse para controlar el dispositivo de accionamiento 20 para aplicar la rotacion necesaria al cuerpo
giratorio. Se puede usar una centrifuga convencional con solo un sentido de rotacion como dispositivo de
accionamiento 20.

[0025] El cuerpo giratorio 10 presenta las estructuras fluidicas necesarias. Las estructuras fluidicas necesarias
pueden estar formadas por pocillos y canales en la cubierta 14, el sustrato 12 o en el sustrato 12 y la cubierta 14. En
realizaciones ejemplares, por ejemplo, se pueden formar imagenes de estructuras fluidicas en el sustrato 12, mientras
se forman aberturas de llenado y aberturas de ventilacion en la cubierta 14. En el caso de realizaciones ejemplares,
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el sustrato estructurado (incluidas las aberturas de relleno y las aberturas de ventilacion) se dispone en la parte
superior y la tapa se dispone en la parte inferior.

[0026] En una realizacién ejemplar alternativa mostrada en la figura 13, los modulos fluidicos 32 se introducen
en un rotor 30y, junto con el rotor 30, forman el cuerpo giratorio 10. Los médulos fluidicos 32 pueden presentar cada
uno un sustrato y una cubierta, en los que a su vez se pueden formar las estructuras fluidicas correspondientes. Un
dispositivo de accionamiento 20 controlado mediante el dispositivo de control 24 puede a su vez accionar el cuerpo
giratorio 10 formado por el rotor 30 y los médulos fluidicos 32.

[0027] Enlas figuras 12 y 13, R denota un centro de rotacion alrededor del cual se puede girar el médulo fluidico
o el cuerpo giratorio.

[0028] En realizaciones ejemplares de la descripcion, el modulo fluidico o el cuerpo giratorio que presenta las
estructuras fluidicas se pueden formar a partir de cualquier material adecuado, por ejemplo, un plastico, tal como
PMMA (polimetacrilato de metilo), PC (policarbonato), PVC (cloruro de polivinilo) o PDMS (polidimetilsiloxano), vidrio
o similares. El cuerpo giratorio 10 puede considerarse una plataforma

microfluidica centrifuga. En realizaciones preferidas, el médulo fluidico o el cuerpo giratorio pueden estar hechos de
un termoplastico, tal como PP (polipropileno), PC, COP (polimero olefinico ciclico), COC (copolimero olefinico ciclico)
o PS (poliestireno).

[0029] Las realizaciones ejemplares de estructuras fluidicas, que pueden formarse en un mdédulo fluidico 32
correspondiente o en un cuerpo giratorio 10 correspondiente, se describen a continuacion con referencia a las figuras.

[0030] Como se muestra en las figuras 1y 2, las estructuras fluidicas presentan una camara de fluido 50, un
canal de fluido 52 y una zona de transicion 54. El cuerpo giratorio y, por lo tanto, las estructuras fluidicas pueden girar
alrededor de un centro de rotacion R. La camara de fluido 50 esta configurada para alojar un liquido, al que también
se hace referencia en este documento como un segundo liquido. El segundo liquido puede ser aceite, por ejemplo. El
canal de fluido 52 esta configurado para suministrar un liquido, que también se denomina en este documento el primer
liquido, a la zona de transiciéon 54 y, por lo tanto, a la camara de fluido 50 por una presion centrifuga hidrostatica
provocada por una rotacion del cuerpo giratorio. El primer liquido puede ser, por ejemplo, una solucién acuosa. Sin
embargo, la divulgacion no se limita a tales liquidos, sino que se puede implementar usando otros liquidos siempre
que el primer y el segundo liquido, que preferentemente presentan densidades distintas, no sean miscibles.

[0031] La zona de transicion 54 entre el canal de fluido 52 y la camara de fluido 50 estéa disefiada de tal manera
que un flujo del primer liquido, que es inmiscible en el segundo liquido, a través del canal de fluido (52) en la direccion
de la camara de fluido, a causa de la rotacion del sustrato y, por lo tanto, la presion centrifuga hidrostatica resultante,
provoca la formacion de gotas del primer liquido incluidas en el segundo liquido. Solo el primer liquido fluye
considerablemente. Las realizaciones ejemplares de la divulgacion mostrada en las figuras 1 y 2 no contienen canales
adicionales y tanto la camara de fluido 50 como el canal de fluido 52 pueden ventilarse.

[0032] En la realizacion ejemplar mostrada en la figura 1, el canal de fluido 52 se abre en la camara de fluido
50 en una regién radialmente exterior. Esta realizacion esta disefiada para que la densidad del primer liquido sea
menor que la densidad del segundo liquido, es decir, la fase emulsionada sea mas ligera que la fase circundante.
Debido al campo centrifugo provocado por la rotacion, las gotas mas ligeras del primer liquido generado en la camara
de fluido 50 se elevan radialmente hacia adentro en esta realizacion ejemplar y se alejan de la zona de transicion. Por
lo tanto, la flotabilidad del campo centrifugo se puede usar para mover las gotas mas ligeras lejos de donde se crearon
y para mantener el segundo liquido en su lugar.

[0033] Una ventaja de la generacion de gotas centrifugas es en particular que en realizaciones en las que el
medio continuo, es decir, el segundo liquido, como, p. €j., el aceite es mas denso que el primer liquido, p. €j., agua, el
medio continuo se mantiene en el ensanchamiento mediante las fuerzas centrifugas. Esto es en particular ventajoso
cuando se trata de producir emulsiones en las que la mayor cantidad posible de gotas esté contenida en la menor fase
continua posible. El estado de la técnica menciona una proporcién de un 96 % de volumen de caida y un 4 % de
volumen de la fase continua. Con la ayuda de realizaciones ejemplares de la descripcion, es posible mejorar
considerablemente esta relacion, a saber, 97,2 % de volumen de caida y 2,8 % de volumen de la fase continua, por
ejemplo. Esto corresponde a un ahorro del 30 % de la fase continua y permite producir emulsiones de gel in situ.

[0034] En la realizacion ejemplar mostrada en la figura 2, el canal de fluido 52 se abre en la camara de fluido
en una region radialmente interna. Esta realizacion esta disefiada para que la densidad del primer liquido sea mayor
que la densidad del segundo liquido, es decir, la fase emulsionada sea mas pesada que la fase circundante. Debido
al campo centrifugo provocado por la rotacion, en esta realizacion ejemplar, las gotas mas pesadas del primer liquido
generado en la camara de fluido 50 son impulsadas radialmente hacia afuera y se alejan de la zona de transicion.

[0035] En contraste con las realizaciones ejemplares mostradas en las figuras 1 y 2, en las que el centro de
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rotacion se muestra por encima de las estructuras fluidicas, el centro de rotacion también podria estar dispuesto debajo
de las estructuras fluidicas, lo que da como resultado un canal recto que se abre en un extremo radialmente exterior
de la camara de fluido y un canal en angulo que se abre en un extremo radialmente interno de la camara de fluido.

[0036] Al girar el cuerpo giratorio, el primer liquido puede asi emulsionarse de manera controlada en el segundo
liguido. Como resultado, una gota del primer liquido puede incluirse en el segundo liquido o una pluralidad de gotas
del primer liquido puede incluirse en el segundo liquido, en funcién del nimero de gotas segun la duracion de la
rotacion. En realizaciones de la divulgacion, un volumen total del primer liquido que se suministra a través del canal
de fluido se puede dividir en un gran nimero de gotas que estan incluidas en el segundo liquido.

[0037] Con referencia a las figuras 3a a 3c, las realizaciones ejemplares de la zona de transicién se explican
ahora con mas detalle. Las figuras 3a y 3 representan vistas superiores esquematicas de las respectivas zonas de
transicion 54 y la figura 3c muestra vistas esquematicas en seccion longitudinal de las respectivas zonas de transicion
54 (las secciones longitudinales pueden aplicarse a ambas estructuras mostradas en las figuras 3a y 3b). Una direccién
de flujo es de izquierda a derecha en las figuras 3a a 3c y se representa mediante una flecha 55.

[0038] La zona de transicion 54 presenta una primera zona de ensanchamiento 54a, donde la seccién
transversal del flujo para el flujo del primer liquido se ensancha en una primera direccién perpendicular a la direccion
del flujo 55. La primera direccién puede corresponder, por ejemplo, a la direcciéon del ancho del canal de fluido. En
otras palabras, el canal de fluido en la primera zona de ensanchamiento 54a se ensancha en una primera dimension.
Este ensanchamiento puede tener lugar repentinamente, es decir, de manera similar a un salto, véase la figura 3a, o
al menos parcialmente de forma continua, véase el ensanchamiento 58 en la figura 3b. Como se puede ver en las
figuras 3a y 3b, la seccion transversal del flujo se ensancha preferentemente en primeras direcciones mutuamente
opuestas, es decir, hacia la izquierda y la derecha con respecto a una linea central imaginaria 56 (longitudinal) del
canal de fluido 52. El ensanchamiento en las primeras direcciones opuestas entre si puede tener lugar simétricamente.

[0039] La zona de transicion 54 también presenta una segunda zona de ensanchamiento 54b, la cual se
dispone aguas abajo de la primera zona de ensanchamiento 54a y en la cual la seccidn transversal del flujo para el
flujo del primer liquido se ensancha en una segunda direccion, que es perpendicular a la primera direccién y la
direccion del flujo. La segunda direccién puede ser, por ejemplo, la direccién de altura del canal de fluido 52. En otras
palabras, el canal se ensancha en una segunda dimension en la segunda zona de ensanchamiento. El
ensanchamiento en la segunda zona de ensanchamiento da como resultado un borde 61 (véase la figura 3c), que
preferentemente se extiende sobre todo el ancho de la estructura obtenida por el ensanchamiento en la primera region
de ensanchamiento.

[0040] Como se muestra en las figuras 3a 'y 3b mediante una distancia A, la zona de transicién puede presentar
una seccion transversal constante de una seccion, en la que el flujo del primer liquido entre la primera zona de
ensanchamiento 54a y la segunda zona de ensanchamiento 54b ofrece una seccion transversal de flujo constante.
Esta zona puede denominarse terraza, ya que en esta zona el suelo de la camara se eleva en comparacion con el
suelo de la camara después de la segunda zona de ensanchamiento.

[0041] En las vistas en seccion longitudinal esquematica I, 1l y Il de la figura 3c se muestran realizaciones
ejemplares de ensanchamientos en la segunda zona de ensanchamiento 54b. | muestra un ensanchamiento repentino
60, Il muestra un ensanchamiento continuo 62 y Ill muestra un ensanchamiento repentino 60a. Ademas, en la
realizacion ejemplar mostrada en lll, se proporciona un ensanchamiento 64 en la segunda direccién en la primera zona
de ensanchamiento 54a.

[0042] En general, la seccion transversal del flujo se ensancha en la primera zona de ensanchamiento 54a en
la primera direccion (o las primeras direcciones opuestas), donde el ensanchamiento puede tener lugar
simultaneamente en otras direcciones, por ejemplo, la segunda direccién, donde el ensanchamiento en la otra
direccién generalmente sera menor que el ensanchamiento en la(s) primera(s) direccién(es). En general, la seccion
transversal del flujo en la segunda zona de ensanchamiento 54b se ensancha en la segunda direccién, donde el
ensanchamiento puede tener lugar en otras direcciones al mismo tiempo. Por lo tanto, también se incluyen casos en
los que el canal de fluido se abre hacia la camara de fluido en un angulo distinto al perpendicular.

[0043] En otras palabras, el canal de flujo 52 se abre hacia la camara de fluido 50 en una posicion X, es decir,
en una zona 50a de la camara de fluido, que representa la terraza. En la zona de la abertura, el canal se ensancha
repentinamente, figura 3a, o continuamente, figura 3b, en la primera dimensién. Como se muestra en la figura 3c, la
region 50a de la camara de fluido presenta una altura constante. La region 50a ofrece asi al flujo del primer liquido
una seccion transversal de flujo constante. Desde una posicién Y en la direccion del flujo, la altura de la caAmara de
fluido 50 aumenta en el borde 61, como resultado de lo cual tiene lugar un ensanchamiento en la segunda direccién,
a través del cual se forma una segunda region 50b de la camara. Como se muestra en la figura 3c, este aumento
puede ser repentino o continuo. La segunda zona de ensanchamiento 54b se implementa de este modo. Esta claro
que solo las zonas del canal de fluido 52 y la camara de fluido 50 que son relevantes para la zona de transicion se
muestran en las figuras 3a a 3c.
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[0044] En otras palabras, el canal de fluido 52 se encuentra con la camara de fluido 50. El canal de fluido 52
se ensancha repentina o continuamente en al menos una dimensién. Al mismo tiempo, el canal de fluido 52 puede
ensancharse repentina o continuamente en una segunda dimensién. El canal de fluido 52 preferentemente no se
ensancha en la segunda dimensién al mismo tiempo. Si el canal de fluido se ensancha al mismo tiempo en la segunda
dimensidn, preferentemente se ensancha poco en comparacion con el ensanchamiento simultaneo en la primera
dimensién. La camara de fluido 50 se ensancha desde el extremo desde el cual se suministra el canal de fluido 52 al
otro lado. Este ensanchamiento puede tener lugar de forma repentina o continua. El ensanchamiento comienza
después de una distancia A desde la transicién desde el canal de fluido 52 a la caAmara de fluido 50. El ensanchamiento
se lleva a cabo preferentemente en una direccién perpendicular al ensanchamiento previo del canal de fluido en la
abertura hacia la camara de fluido. Se entiende que preferido significa que esto también puede tener lugar en otras
direcciones.

[0045] Los inventores han reconocido que las estructuras fluidicas, comparables a las estructuras descritas
para sistemas basados en presion, por ejemplo, en [6], [9] a [20] y [22], pueden usarse ventajosamente en un sistema
centrifugo o una plataforma centrifuga.

[0046] Para la formacion de las gotas, la camara de fluido 50 y el canal de fluido 52 estan provistos de una
segunda fase liquida, es decir, un segundo liquido. Esta puede ocurrir, por ejemplo, por los efectos de una fuerza
centrifuga provocada por una rotacion de la estructura fluidica alrededor del centro de rotaciéon R. Una primera fase
liguida (en gran medida), que es inmiscible con la primera fase, se introduce posteriormente a través del canal de
fluido 52.

[0047] La rotacion del sustrato (es decir, el cuerpo giratorio), p. €j., debida a la presion centrifuga hidrostatica,
provoca el flujo de la primera fase liquida hacia la camara de fluido 50. La rotacion puede tener lugar a una velocidad
de rotacién constante. El flujo de la primera en la segunda fase liquida inmiscible a través de la fase descrita
anteriormente conduce a un desprendimiento de gotas en el ensanchamiento en la segunda dimensién, es decir, el
ensanchamiento en la segunda zona de ensanchamiento 54b. El volumen de las gotas generadas esta esencialmente
determinado por la geometria del ensanchamiento y la tension superficial y las fuerzas capilares asociadas. El tamafio
de la gota es en gran medida independiente del caudal de la primera fase. Esencialmente, solo fluye la primera fase
liguida, mientras que la segunda fase liquida descansa esencialmente. Tanto la caAmara de fluido 50 como todas las
demas estructuras, como el canal de fluido 50, pueden tener una compensacion de presion.

[0048] El diametro de las gotas generadas es mayor que la dimensién de canal mas pequefia de la transicion.
El campo gravitacional generado artificialmente por la rotaciéon del cuerpo giratorio, que actia sobre el liquido en la
transicion, puede corresponder en realizaciones a al menos dos veces la aceleracién debida a la gravedad.

[0049] La figura 4 muestra cinco fases en la formacion de una gota en el segundo ensanchamiento mediante
el uso de estructuras fluidicas como se muestra en la figura 3b y en | en la figura 3c. Las estructuras fluidicas
correspondientes se muestran en el area derecha de la figura 4. El parametro A alli mostrado corresponde a la longitud
de la terraza (es decir, la longitud de la zona de la misma seccion transversal), el parametro B corresponde al ancho
del canal de fluido y el parametro C corresponde a la profundidad del canal de fluido. Ademas, las secciones
transversales respectivas a lo largo del canal (a lo largo de una linea gql1) y las secciones transversales respectivas
perpendiculares al canal (a lo largo de una linea gq2) se muestran en la figura 4.

[0050] Al comienzo del procedimiento, la estructura fluidica se llena con el segundo liquido 67, por ejemplo,
aceite. En la fase 1, el primer liquido 66 se suministra de manera centrifuga a través del canal de fluido 52. En la fase
2, el primer liquido 66 alcanza el primer ensanchamiento 58 y se extiende en la direccién del ancho. En la fase 3, el
primer liquido 66 alcanza el segundo ensanchamiento 50 y también se extiende en la direccion vertical. Esta
propagacion contindia en la fase 4 hasta que una gota 70 en el campo centrifugo se desprende en la fase 5.

[0051] Las figuras 5a a 5¢c muestran como los distintos parametros afectan el tamafio de la gota, donde una
fase acuosa se utiliza como el primer liquido y el aceite como el segundo liquido. La figura 5a muestra como un cambio
en la profundidad del canal de fluido C afecta al tamafio de la gota. La figura 5b muestra como un cambio en la longitud
de la terraza A afecta al tamafio de la gota. La figura 5¢c muestra cémo un cambio en la frecuencia de rotacién afecta
al tamafio de la gota.

[0052] Los inventores han descubierto que las buenas medidas para producir gotas de tamafio mediano son
las siguientes: A = entre 75 mm y 125 mm, en particular 100 mm; B = entre 70 mm y 110 mm, en particular 90 mm; y
C = entre 45 mm y 75 mm, en particular 60 mm. El angulo del primer ensanchamiento fue de 45 °, pero se puede
cambiar. El angulo del segundo ensanchamiento fue de 90 °, pero también se puede bajar. La profundidad de la
camara de fluido (es decir, la cAmara de recogida de gotas) fue de 200 mm.

[0053] Los inventores han descubierto que el ensanchamiento en la primera zona de ensanchamiento debe ser
al menos 1,1 veces el ancho del canal. Los inventores también descubrieron que al menos un ensanchamiento de 1,1
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veces también deberia tener lugar en la segunda zona de ensanchamiento.

[0054] Como se puede ver en la figura 5a, el tamafio de gota aumenta linealmente con la profundidad del canal
C. Los tamafios de gota mostrados en la figura 5a se obtuvieron con una longitud de terraza A de 100 mm y un ancho
de canal B de 90 mm.

[0055] Como se puede ver en la figura 5b, una variacién de la longitud de la terraza A distingue tres subareas
de la curva. Sila terraza es considerablemente mas corta que el ancho del canal, la longitud de la terraza es irrelevante
para el diametro de caida. Si la terraza se alarga, el diametro de caida aumenta con la longitud de la terraza A (segun
la teoria de la potencia 2/3). Si la terraza es muy larga en comparacion con la profundidad del canal C, las gotas se
desprenden en la terraza y el diametro de la gota permanece aproximadamente igual. En algunos casos, se producen
gotas satélite, como lo muestra una gota con un diametro de aprox. 150 mm y una longitud de terraza de 500 mm. Los
resultados mostrados en la figura 5b se obtuvieron con un ancho de canal constante B de 90 mm y una profundidad
de canal constante C de 60 mm.

[0056] La figura 5c muestra el tamafio de gota con una variacion de la presion para una estructura constante
con un ancho de canal B de 90 mm, una profundidad de canal C de 60 mm y una longitud de terraza A de 100 mm.
Se cambié la presion de la fase acuosa con respecto a la fase oleosa en la abertura del canal de fluido hacia la camara
de fluido, donde este cambio se logré cambiando la frecuencia de rotacién. Como se puede ver en la figura 5c, el
tamafio de la gota en el area medida no depende de la frecuencia de rotacion y, por lo tanto, tampoco de la presion.

[0057] La figura 6 muestra esquematicamente una realizaciéon ejemplar de un dispositivo para llevar a cabo un
procedimiento correspondiente, donde el dispositivo se muestra en un estado, donde una pluralidad de gotas 70 de
un primer liquido 72, que se suministra a través de un canal de fluido 52, se genera en un segundo liquido 74, que se
dispone en una camara de fluido 50. Una zona de entrada del canal de fluido 52 puede conectarse de forma fluida a
una camara de entrada 100. Una vista superior ampliada 102 y una seccién longitudinal ampliada 104 de la zona de
transicion 54 también se muestran en la figura 6. Un mddulo fluidico que presenta estructuras fluidicas
correspondientes puede, por ejemplo, insertarse en un rotor como un cartucho 106, como se muestra
esquematicamente en la figura 6.

[0058] Las realizaciones ejemplares de las estructuras fluidicas segin la descripcion permiten la generacion
microfluidica centrifuga de gotas con poco esfuerzo manual. En las secciones A a F de la figura 7 se muestran
imagenes microscopicas (vistas superiores) de camaras de fluido en las que se han generado gotas de distintos
tamafios. Estas gotas fueron creadas con estructuras fluidicas de dimensiones distintas. Mas precisamente, las gotas
se crearon con canales de fluido de secciones transversales distintas, por lo que lo siguiente se aplica a la seccion
transversal (tamafio): A<B<C<D<E<F. Con solo dos etapas de pipeteo, todas las gotas podrian generarse en menos
de un minuto a una frecuencia de rotacién sin cambios, lo cual es una clara ventaja en comparacién con los sistemas
actualmente utilizados que se basan en bombas de jeringa.

[0059] Las realizaciones de la divulgacion se basan ademas en el hallazgo de que la generacion de gotas en
una plataforma microfluidica centrifuga se puede combinar facilmente con otras operaciones en la misma plataforma
microfluidica centrifuga. Por ejemplo, una extraccion de ADN con posterior purificacion de ADN y posterior mezcla con
componentes para la amplificacion de ADN y la posterior divisién en alicuotas en muchas gotas pequefias y la posterior
amplificacion digital del ADN en las alicuotas, puede implementarse con una manipulacion minima y bajo riesgo de
contaminacion utilizando la formacion de gotas descrita en este documento.

[0060] Por lo tanto, las realizaciones ejemplares de la divulgacion también son en particular adecuadas para
procedimientos en relacion con reacciones de detecciéon bioguimica dividiendo el analito en N particiones. En tales
procedimientos, el analito se diluye hasta tal punto que al menos una particion y un maximo de N-1 no contienen
analito. Al contar las particiones llenas de analito, la concentracion del analito se puede calcular de nuevo utilizando
su distribucién de Poisson. El analito (primer liquido) se puede dividir segun esto mediante la formacién de gotas como
se describe en la presente invencion.

[0061] Por ejemplo, utilizando la formacion de gotas descrita en la presente invencién, los inventores realizaron
con éxito por primera vez una RPA de gotas digital (RPA = amplificacion mediante recombinasa y polimerasa, del
inglés Recombinase Polymerase Amplification). Al hacerlo, se afiadié una mezcla de RPA disponible comercialmente
a moléculas diana de ADN diluidas disponibles comercialmente y se dividié en muchas gotas distintas (volimenes de
reaccion) en aceite. Como con las gotas mostradas en la figura 7, esto se hizo con dos etapas de pipeteo y frecuencia
de rotacion sin cambios. No se realizaron cambios en la composicion de los reactivos comerciales. Las gotas en la
estructura microfluidica se expusieron a continuacién a una temperatura constante para permitir una reaccion
enzimatica (RPA). La intensidad de fluorescencia también se ley6 en la estructura microfluidica usando un escaner de
fluorescencia disponible comercialmente.

[0062] En realizaciones ejemplares adicionales, las estructuras fluidicas pueden integrarse en un modulo
fluidico a un tamafio que corresponda esencialmente al de un portaobjetos de microscopio (aprox. 25 x 75 mm?). Al
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insertar el médulo fluidico en una centrifuga (por ejemplo, una centrifuga de mesa), se pueden crear gotas en un area
del tamafio del portaobjetos.

[0063] En realizaciones ejemplares adicionales, las estructuras fluidicas pueden integrarse en un médulo
fluidico en una placa de microtitulacion, por ejemplo, una placa de 96 pocillos. Al insertar el médulo fluidico en una
centrifuga, se pueden generar gotas en pocillos individuales de la placa. En una realizacion ejemplar adicional, las
estructuras fluidicas del médulo fluidico estan integradas en un inserto para una placa de microtitulacion. Al insertar el
madulo fluidico en una centrifuga, se generan gotas en los pocillos individuales de la placa. Después de que se hayan
generado las gotas, el inserto se puede quitar de la placa de microtitulacién y las gotas se pueden usar para
aplicaciones posteriores, como, por ejemplo, una PCR.

[0064] En realizaciones ejemplares, las gotas pueden contener una mezcla de reaccién bioquimica que es
adecuada para la deteccion de ADN, por ejemplo, una mezcla de PCR o varias mezclas de amplificacion isotérmica,
como p. €j., RPA (amplificacion mediante recombinasa y polimerasa), RCA (amplificacion en circulo rodante, del inglés
Rolling Circle Amplification), LAMP (amplificacién isotérmica mediada por bucle, del inglés Loop-mediated Isothermal
Amplification) o varias mezclas para la deteccion de ADN no isotérmico. Ademas, algunas gotas pueden contener
moléculas de ADN que deben detectarse. El médulo fluidico completo donde se forman las estructuras fluidicas
pueden presentar un tamafio estandarizado. Todo el médulo fluidico puede ser, p. €j., expuesto a varias temperaturas
con dispositivos convencionales, llamados ciclos de deslizamiento, para permitir una reaccion de deteccion de ADN
(por ejemplo, PCR, RPA, RCA, LAMP). Esta reaccion de deteccion puede, p. €j., detectarse a partir de un tinte
fluorescente que se puede leer después o durante la reaccién a través de un sistema Optico. Debido al tamafio
estandarizado, esto puede, p. €j., llevarse a cabo en un llamado escaner de diapositivas. Para este propoésito, partes
del sistema pueden hacerse transparentes. También es posible controlar la temperatura del médulo fluidico durante
todo el procedimiento, p. €j., para evitar la activacion prematura de enzimas por bajas temperaturas. Se entiende que
los procedimientos de amplificacion isotérmica significan procedimientos de amplificaciéon que tienen lugar a una
temperatura constante.

[0065] Las realizaciones ejemplares proporcionan un dispositivo en el que la estructura de formacién de gotas
en una plataforma microfluidica centrifuga esta conectada a una estructura microfluidica centrifuga que permite la
extraccion y/o purificacion de ADN antes de que el ADN se mezcle con una mezcla de reaccién bioquimica, la cual
permite la deteccion del ADN en base a, por ejemplo, una PCR u otros, por ejemplo, métodos de amplificacion
isotérmicos o no isotérmicos. Por ejemplo, se puede agregar una PCR digital o RPA digital. Un ejemplo de las
estructuras fluidicas correspondientes se muestra en la figura 8. En una plataforma microfluidica centrifuga, una
entrada 130 esta conectada a través de un canal 132 a las estructuras 134 para la extraccién y/o purificacion de ADN
134. En términos de flujo ascendente o descendente, el sistema puede conectarse a través de un canal 136 a otras
estructuras 138 para etapas de manipulacion automatizadas (por ejemplo, preamplificacion o generacién de doble
gota, por ejemplo, con preamplificacién intermedia). Estas estructuras 138 o las estructuras para la extraccion y/o
purificacién de ADN 134 estan conectadas a través de un canal de fluido 52 a una transicién 54 para la generacion de
gotas y una camara de fluido 50. Por lo tanto, la generacién de gotas puede conectarse a otras operaciones fluidicas
a través de canales y a una entrada, lo que permite, por ejemplo, la extracciéon de ADN, purificacion de ADN,
preamplificacion de ADN y a continuacion la PCR digital (o procedimiento de deteccidn isotérmica digital)
automatizadas.

[0066] En realizaciones alternativas, también se pueden determinar y detectar otros acidos nucleicos en lugar
de ADN, como, p. €j., ARN (acido ribonucleico).

[0067] Con referencia a las figuras 9 y 10, a continuacion se explican realizaciones ejemplares mediante las
cuales se puede aumentar la velocidad de produccion de gotas al conectar una pluralidad de estructuras de produccién
en paralelo, de modo que se puede generar una pluralidad de gotas simultaneamente.

[0068] La figura 9a muestra estructuras fluidicas en las que cada uno de una pluralidad de canales de fluido
152 se abre en una camara de fluido 154 en una zona de transicion 154 correspondiente. Los canales de fluido 152
estan conectados de manera fluida a un canal de suministro comun 162 a través de una estructura de distribuidor 160.
En lugar de un canal de suministro, también podria proporcionarse una pluralidad de canales de suministro, donde es
posible que un primer subconjunto de los canales de fluido se conecte a un primer canal de suministro a través de un
primer canal de distribucién y un segundo subconjunto de los canales de fluido se conecte a un segundo canal de
suministro a través de un segundo canal de distribucién. Los canales de fluido se abren en la seccion radialmente
interna de la camara de fluido, de modo que las estructuras fluidicas son adecuadas para un primer liquido que
presente una densidad mayor que el segundo liquido. Las regiones de transicion 154 presentan una estructura
idéntica, de modo que se pueden generar gotas del mismo tamafio en paralelo.

[0069] La figura 9b muestra estructuras fluidas similares, pero los canales de fluido se abren en la camara de
fluido en una seccién radialmente exterior de la misma, de modo que las estructuras fluidas son adecuadas para un
primer liquido que presente una densidad menor que el segundo liquido.
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[0070] Asi, las realizaciones ejemplares crean un modulo fluidico que es giratorio alrededor de un centro de
rotacion R, en el que un canal de suministro 162 esta acoplado a un canal de distribucién 160, desde el cual se ramifica
una pluralidad de canales de fluido 152, que se transportan a través de una pluralidad de transiciones 154 en una
camara de fluido 150. Las transiciones 154 entre la camara de fluido 150 y los canales de fluido 152 a su vez estan
disefiadas de tal manera que el flujo de un primer liquido, que es inmiscible en el segundo liquido, a través de los
canales en la direccién de la camara de fluido, a causa de la rotacion del médulo fluidico y una presién hidrostatica
resultante, provoca la formacién de gotas del primer liquido incluidas en el segundo liquido. Solo la primera fase fluye
considerablemente.

[0071] Las figuras 10a y 10b muestran estructuras fluidicas que son similares a las de las figuras 9a y 9b. Sin
embargo, las transiciones en las figuras 10a y 10b se dimensionan de manera distinta, de modo que se forman gotas
de tamafios distintos. Esto se indica en las figuras 10a y 10b, en que las transiciones se traman de manera distinta,
donde solo dos transiciones se designan con los nimeros de referencia 154a y 154j simplemente a modo de ejemplo.
En otras realizaciones ejemplares, se pueden producir gotas de tamafios distintos en paralelo. Las realizaciones de la
presente descripcion crean asi un médulo fluidico que es giratorio alrededor de un centro de rotacion R, en el que un
canal de suministro 162 esta acoplado a un canal de distribucion 160, desde el cual se ramifica una pluralidad de
canales de fluido 152. Los canales de fluido 152 se transportan a una camara de fluido 150 a través de una pluralidad
de transiciones estructuralmente similares 154a, 154j que son distintas en sus dimensiones. Las transiciones 154a,
154j entre la camara de fluido y el canal de fluido estan disefiadas de tal manera que el flujo de un primer liquido, que
es inmiscible en el segundo liquido, a través de los canales de fluido en la direccion de la camara de fluido, a causa
de la rotacion del madulo fluidico y una presién hidrostatica resultante del mismo, provoca la formacion de gotas de
tamafios distintos del primer liquido incluidas en el segundo liquido. Solo la primera fase fluye considerablemente. Asi,
se pueden generar gotas con tamafios distintos pero definidos, por ejemplo, en un cartucho con una frecuencia de
rotacion.

[0072] En general, en el caso de realizaciones ejemplares de la descripcién, solo se requiere un canal de fluido
para generar una gota, el cual se abre en una camara de fluido en una zona de transicion. En realizaciones ejemplares
adicionales, uno o varios canales pueden unir liquidos poco antes de o en la transicidn. Esto permite que las sustancias
se mezclen inmediatamente antes de que se generen gotas. Esto también permite la generacion dirigida de gotas
anisotropicas, p. €j., la produccién de particulas de Janus o similares. Las posibles estructuras fluidicas para fusionar
al menos dos canales antes de la generacion de gotas se muestran en la figura 11. En las estructuras fluidicas
izquierdas, dos canales 52 y 52a se encuentran en una transicién comin 54, la cual crea gotas que se mueven hacia
una camara 50. Se pueden proporcionar uno o varios canales adicionales, los cuales converjan con los canales 52 y
52a, como se indica mediante un canal opcional 52b en lineas discontinuas. En el caso de las estructuras fluidas
correctas, un canal adicional 52¢ se abre en un canal principal 52 antes de una transicién 54 que genera gotas. Uno
0 varios canales adicionales 52d, 52e también pueden abrirse en el canal principal 52, como se indica en lineas
discontinuas. Los canales de apertura 52c, 52d, 52e pueden abrirse en el canal principal 52 en la misma ubicacion y/o
en ubicaciones distintas.

[0073] En realizaciones ejemplares adicionales, se pueden producir gotas de una primera fase que estén
incluidas en una segunda fase y contengan una tercera fase que es inmiscible con la primera fase. Estas pueden ser,
por ejemplo, gotas de una suspension, p. €j., células o cuentas. Ademas, p. €j., gotas de una emulsiéon. Al menos una
de las fases se puede endurecer (parcialmente) en una etapa posterior. Como resultado es posible la produccion de
particulas de Janus, p. €j., para encapsular dispositivos médicos.

[0074] En realizaciones adicionales, se pueden producir gotas, algunas de las cuales contienen bacterias.
Estas bacterias pueden detectarse mediante una reaccion de deteccion (p. ej., fagos fluorescentes) y detectarse
mediante un procedimiento de deteccion adecuado (p. €j., medicién de fluorescencia). Esto permite la cuantificacion
absoluta de bacterias viables, por ejemplo, para el diagnéstico de sepsis.

[0075] En realizaciones ejemplares adicionales, las gotas pueden contener componentes para llevar a cabo
una reaccion de inmunoensayo (inmunoensayo), la cual haga posible detectar antigenos o anticuerpos. Si el nUmero
de gotas se ajusta de modo que ni todas o ninguna gota contenga los antigenos o anticuerpos correspondientes, se
puede realizar la deteccion digital de antigenos o anticuerpos (p. €j., ELISA (enzimoinmunoanalisis de adsorcion, del
inglés Enzyme Linked Immunosorbent Assay)) digital, que, entre otras cosas, permite una cuantificacion absoluta de
antigenos o anticuerpos.

[0076] Los inventores han reconocido que los sistemas conocidos para generar gotas, como se describio al
principio, presentan numerosas desventajas.

[0077] En el caso de los sistemas microfluidicos impulsados por presién para la division en alicuotas para
generar gotas, se requiere un sistema externo para generar una presion adecuada. Esto presenta una serie de
desventajas. Por ejemplo, se requieren dispositivos generadores de presion para operar los sistemas microfluidicos
impulsados por presion que no sean dispositivos estandar, por lo que se requieren sistemas caros y especializados
para cada aplicacién. En funcion de la version, el funcionamiento de estos sistemas es complejo porque, por ejemplo,
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debera garantizarse una conexién estrecha entre el sistema y el cartucho para generar las gotas. Las soluciones
técnicas a este problema son concebibles, pero aumentan el grado de especializacion y los costes. Las fluctuaciones
de presion en los sistemas para aumentar la presién solo pueden minimizarse a altos costes y dan lugar a dificultades
en el funcionamiento de los sistemas. La operacion basica de alicuotar en sistemas impulsados por presién solo se
puede combinar con otras operaciones basicas con gran esfuerzo. Un sistema monolitico concebible que, por ejemplo,
automatice la extraccién de ADN, la purificacion de ADN y la PCR digital, seria dificil de realizar impulsado por presién
o seria muy complicado de operar, lo que dificultaria su uso en situaciones estandar. En general, los sistemas
impulsados por presion son caros, estan sujetos a fluctuaciones de presién debido a la pulsacién y se caracterizan por
una integraciéon compleja.

[0078] Los sistemas microfluidicos centrifugos previos para la alicuota también presentan numerosas
desventajas. Por ejemplo, la formacién de gotas que vuelan a un receptaculo a través del aire ambiente esta limitada
por una serie de desventajas. El sistema solo se puede usar de forma limitada para otros liquidos, ya que el
endurecimiento (parcial) de las gotas es esencial para el funcionamiento del sistema. La contaminacién del medio
ambiente y/o las gotas no pueden descartarse durante el contacto con el aire ambiente. La operacion basica de
alicuotar en estos sistemas solo se puede combinar con otras operaciones basicas con gran esfuerzo. Un sistema
monolitico concebible que, por ejemplo, automatice la extraccién de ADN, la purificacion de ADN y la PCR digital, seria
dificil de realizar o seria muy complicado de operar, lo que dificultaria su uso en situaciones estandar. Ademas, usando
tales procedimientos, es muy dificil producir gotas, en particular pequefias.

[0079] En los sistemas microfluidicos de alicuotas basados en micropocillos, la creacién de alicuotas en pocillos
en un disco giratorio esta limitada por una serie de desventajas. Existen grandes dificultades en el procesamiento
posterior (procesamiento aguas abajo) de las alicuotas, p. €j., es esencial para la formacién de particulas de Janus
para dispositivos médicos. El espacio requerido para los pocillos es relativamente alto, ya que no se pueden organizar
en tres dimensiones y las paredes rigidas entre los pocillos tienen un cierto ancho que es mayor que la distancia entre
las gotas compactas.

[0080] Los inventores también han reconocido que en el procedimiento descrito en [4] y [21] el principio fisico
subyacente de la separacion de gotas depende en gran medida de los caudales del aceite y la fase a emulsionar.
Dado que los caudales no pueden controlarse con precisién al principio y al final del procedimiento, esto conduce a
caidas no homogéneas al principio y al final del procedimiento. Ademas, dado que se requiere un flujo constante de
la fase oleosa para generar las gotas, se requiere una gran cantidad de aceite para producir la emulsion. Ademas,
dichos sistemas anteriores requieren al menos tres canales para generar las caidas, lo que conduce a un mayor
requisito de espacio en el disco en comparacién con un solo canal, como se requiere en las realizaciones ejemplares
de la divulgacién. Ademas, la adaptacion a otros volimenes de caida con esta estrategia requiere un redisefio
completo de las estructuras. En el sistema presentado en la presente invencion, esencialmente solo se debe ajustar
el didmetro de un solo canal.

[0081] Las desventajas mencionadas con respecto al estado de la técnica pueden eliminarse en gran parte o
completamente mediante la estrategia descrita. Segun la invencion, las fuerzas impulsoras generadas centrifugamente
pueden usarse para desprender una gota. La diferencia de densidad entre dos liquidos inmiscibles puede usarse para
crear una emulsion. Ademas, la técnica segun la invencion es ventajosa porque el campo centrifugo que se usa para
la generacién de gotas se puede usar simultdneamente para alejar las gotas generadas del punto de formacion y
mantener la fase circundante en el punto de formacién de gotas. Por ejemplo, las gotas pueden ser guiadas lejos de
la abertura del canal de fluido en la camara de fluido mediante fuerzas de flotabilidad generadas centrifugamente. Se
pueden usar fuerzas de flotabilidad artificiales para retener el segundo liquido en la abertura del canal de fluido en la
camara de fluido, como resultado de lo cual se pueden lograr altas relaciones agua/aceite en la emulsiéon. Las
realizaciones solo requieren un canal que conduzca a una camara para una formacién de gotas correspondiente.

[0082] Ademas, en contraste con los procedimientos usados actualmente mas comiunmente para generar
gotas, no se requieren fuentes de presion externas segun la invencion, lo que reduce la susceptibilidad a errores y los
costes. A diferencia del estado de la técnica, la presente invencion se puede operar con dispositivos de laboratorio
estandar (por ejemplo, centrifugas de mesa). Ademas, es facilmente posible desarrollar y construir dispositivos
apropiados para campos de aplicacion especiales. Mediante la estrategia de la invencion, la manipulacion puede
simplificarse considerablemente en comparacion con el estado de la técnica, ya que, por ejemplo, solo se requiere
una etapa de pipeteo y una operacion en un dispositivo de laboratorio estandar. El riesgo de contaminacién puede
reducirse. Las realizaciones ejemplares se pueden cargar con solo una a unas pocas etapas de pipeteo. Una divisién
en alicuotas posterior puede automatizarse facilmente usando la estrategia segun la invencion. La estrategia segun la
invencion simplifica, con respecto al estado de la técnica, la combinacion de alicuotas y otras etapas del procedimiento,
como, p. €], la extraccion y purificacion de ADN. Ademas, la cantidad de fase circundante utilizada puede reducirse
considerablemente en contraste con el estado de la técnica. A diferencia del estado de la técnica, la estrategia segun
la invencién es capaz de alicuotar o emulsionar todo el volumen de muestra sin volumen muerto. Ademas, permite
manipulaciones posteriores (manipulaciones aguas abajo) del volumen de muestra alicuotado. Ademas, las gotas
generadas pueden dividirse nuevamente mediante centrifugacion rapida y combinarse para formar un volumen total.
Esto es, para algunas aplicaciones, p. €j., secuenciacién o preamplificacién, necesario y muy engorroso de
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implementar en sistemas impulsados por presion, por ejemplo mediante la adicién de productos quimicos.

[0083] La estrategia de solucion segln la invencién usa un sistema en gran parte pasivo, cuyo unico grado de
libertad (frecuencia de rotacién) puede usarse para controlar muchos otros procedimientos previos. A diferencia de los
sistemas operados por presion, no hay problemas de inicio, es decir, se pueden producir gotas homogéneas desde el
principio hasta el final. Ademas, la estrategia segun la invencion permite un ajuste simple de los caudales a través del
protocolo de frecuencia.

[0084] Las realizaciones de la divulgacion permiten la generacién centrifuga de gotas liquido-liquido a partir de
dos fases liquidas, donde esencialmente fluye solo una fase. Las realizaciones ejemplares requieren solo un canal de
fluido, el cual conduce a la camara de fluido, para generar una gota a la vez, donde es posible que se proporcione una
pluralidad de canales para producir una pluralidad de gotas en paralelo. Las realizaciones ejemplares permiten la
deteccion digital de moléculas diana (por ejemplo, amplificacion de ADN) en el cuerpo giratorio. Las realizaciones
ejemplares crean un sustrato que presenta una camara que esta conectada a un canal de fluido, donde la transicién
del canal de fluido a la camara esta disefiada de tal manera que después de que la camara se haya llenado con una
segunda fase liquida (por ejemplo, aceite), el flujo de una primera fase liquida no inmiscible en la primera (por ejemplo,
agua), causada por la rotacion del sustrato (debido a la presién centrifuga hidrostatica), genera gotas (por lo que
esencialmente solo una de las dos fases fluye durante la formacién de la gota). El diametro de las gotas generadas
puede ser mayor que la dimension de canal mas pequefia de la transicion.

[0085] Las realizaciones ejemplares de la divulgacion crean asi una estructura microfluidica para generar gotas
dentro de un cartucho microfluidico, el cual se opera centrifugamente. Si las gotas se generan adecuadamente, solo
el liquido a separar fluye considerablemente. El corte y el volumen de caida estan determinados principalmente por
las fuerzas capilares, las fuerzas de flotabilidad, la tensién superficial y la geometria de la zona de transicion (geometria
de la boquilla). El volumen de las gotas generadas es en gran medida independiente del caudal y la presion.

[0086] Aunque algunos aspectos se describen en este documento en relacion con un dispositivo y la
funcionalidad de un dispositivo, esta claro que estos aspectos también proporcionan una descripcién de un
procedimiento correspondiente. Del mismo modo, esta claro que algunos aspectos que se han descrito en relacién
con un procedimiento también se relacionan con una descripcion de un dispositivo que esta disefiado para
proporcionar la funcionalidad que corresponde al procedimiento.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir una o varias gotas de un primer liquido en un segundo liquido inmiscible
con el primer liquido mediante un dispositivo para generar una o varias gotas de un primer liquido en un segundo
liguido inmiscible con el primer liquido, donde el dispositivo presenta las siguientes caracteristicas:

un cuerpo giratorio (10) que presenta estructuras fluidicas, donde las estructuras fluidicas presentan las siguientes
caracteristicas:

una camara de fluido (50, 150) configurada para contener el segundo liquido;

un canal de fluido (52, 152) que se abre en la camara de fluido (50, 150) y esta configurado para hacer que el
primer liquido fluya en una direccién de flujo hacia la camara de fluido (50, 150); y

una zona de transicion (54, 154, 154a, 154j) en la que el canal de fluido (52, 152) se abre en la camara de fluido
(50, 150), donde la zona de transicion (54, 154, 154a, 154j) presenta una primera zona de ensanchamiento
(54a), en la que la seccion transversal del flujo para el flujo del primer liquido se ensancha en al menos una
primera direccion perpendicular a la direccion del flujo, y presenta una segunda zona de ensanchamiento (54b),
en la que la seccién transversal del flujo para el flujo del primer liquido se ensancha en una segunda direccion,
que es perpendicular a la direccion del flujo y a la primera direccién, donde la segunda zona de ensanchamiento
(54b) se dispone aguas abajo de la primera zona de ensanchamiento (54a); y

un dispositivo de accionamiento (22), que esta configurado para aplicar una rotacién al cuerpo giratorio (10) de
modo que el primer liquido se suministre de manera centrifuga a la camara de fluido (50, 150), y que debido a la
segunda zona de ensanchamiento (54b), se produzcan fuerzas de presion, fuerzas de flotacion y fuerzas capilares
inducidas hidrodinamicamente centrifugamente, las cuales provocan un desprendimiento de gota en el primer
liguido, de modo que se genera una gota del primer liquido incluida en el segundo liquido,

donde el dispositivo esta disefiado para generar una gota de un primer liquido con una primera densidad en un
segundo liquido con una segunda densidad, donde a) la primera densidad es mayor que la segunda densidad y el
canal de fluido (52, 152) se abre en la camara de fluido (50, 150) en una regién radialmente interna, o b) la segunda
densidad es mayor que la primera densidad y el canal de fluido (52, 152) se abre en la camara de fluido (50, 150)
en una regién radialmente externa,

donde el procedimiento presenta las siguientes caracteristicas:

rotacion del cuerpo giratorio (10) para suministrar centrifugamente el primer liquido a través del canal de fluido (52,
152) a la camara de fluido (50, 150), donde se introduce el segundo liquido, y para controlar la fuerza de presion,
la fuerza de flotacion y la fuerza capilar generadas centrifugamente que actan sobre el primer liquido en la
segunda zona de ensanchamiento, de tal manera que se produzca un desprendimiento de gota del primer liquido,
de modo que se genere una gota del primer liquido incluida en el segundo liquido.

donde después de generarse la gota, la gota se aleja mediante rotacion de la zona de transicion (54, 154, 154a,
154j) debido a las distintas densidades del primer liquido y el segundo liquido.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que se usa un canal de fluido (52, 152) que se abre en la
camara de fluido (50, 150) en una regién radialmente externa, y en el que se usa un segundo liquido que presenta una
densidad mayor que el primer liquido, y en el que la fuerza centrifuga que actda sobre el segundo liquido lo retiene en
la zona de transicion (54, 154, 154a, 154j).

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el primer liquido presenta una
mezcla de reaccién bioquimica que es adecuada para una detecciéon de ADN o ARN.

4, Procedimiento segun la reivindicacion 3, que comprende ademas realizar una reaccion de deteccion de

ADN o una reaccion de deteccion de ARN de la mezcla de reaccidon bioquimica y una lectura de un resultado de la
reaccion.
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