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RESUMO
“Processo de enchimento de um pogo num substrato”

O presente invento refere-se a um processo de enchimento
de um poc¢o (incluindo um canal) num substrato. De acordo com
o invento o 1liquido ¢é aplicado sobre um substrato que
compreende um pPogo numa posicdo que nado coincide com pocgo, e
o pocgo apds o enchimento é vedado com meios de cobertura, em
que o liquido ¢é aplicado numa posicdo entre a frente dos
meios de cobertura e o0 pPoco que nado estd coberto pelos meios
de cobertura, e com o auxilio dos meios de cobertura o
liquido é impelido para dentro do pocgo.
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DESCRICAO
“Processo de enchimento de um pogo num substrato”

O presente invento refere-se a um processo de enchimento
de um poco com um liquido, em que um liquido é aplicado num
substrato gue compreende um POCO numa posicdo qgue nao
coincide com o pogo, e o poco apds o enchimento é vedado com
meios de cobertura.

Um tal processo é, em geral, conhecido por enchimento de
micro agrupamentos que sao utilizados para varios ensaios,
tais como ensaios de enzimas e de ADN. Devido a pequena
quantidade do liquido num pogco o efeito de evaporagao é
relativamente grande. A fim de prevenir a evaporacao, podem
ser colocados sobre os pogos meios de cobertura tais como uma
lamela de cobertura.

Um problema é que antes de se fazer a medicao tém de ser
efectuadas algumas operacdes, por exemplo, o enchimento de um
poco com uma qguantidade medida do liquido, que cobre o pogo
cheio com o 1liquido (tudo isto sem o desenvolvimento de
bolhas de ar), e o inicio da medicdo. Esta ultima requer
frequentemente operacdes demoradas, uma vez Jgue para as
varias técnicas de medicgdo, tais como as técnicas de medicgao
6pticas existe pouco espaco em volta de um substrato e por
esta razao ¢ frequentemente impossivel encher o substrato
enquanto montado. Além disso, para muitos ensaios a reaccgéo
comecarad logo que o pogo seja enchido com o liquido.

O objecto do invento é proporcionar um processo do tipo
mencionado no predmbulo, pelo qual é possivel comecar medicao
mais rapidamente.

Para este fim o processo de acordo com o invento &
caracterizado por:

¢ para enchimento do poco, ¢é aplicado liquido a um
primeiro sitio localizado entre um segundo sitio, em
que um primeiro lado dos meios de cobertura,
aplicados sobre o substrato, estd situado e o pocgo
nao coberto pelos meios de cobertura,



EP 1 448 301 /PT

-

¢ 0 lado frontal dos meios de cobertura ¢ movido no
sentido do 1ligquido que foi aplicado e do pocgo,
levando desse modo com os mesmos o liquido, com o
qual o pogo foi enchido, e

e apds o lado frontal dos meios de cobertura ter
passado o pogo, ©0s meios de cobertura sao trazidos
para uma terceira posicdo estaciondria a fim de vedar
0 pogo cheio de liquido.

Surpreendentemente é possivel empurrar um liquido a ser
introduzido dentro de pog¢o para diante, para encher
rapidamente os pocos e vedar os mesmos. Tudo isto € feito com
uma unica operacdo, o que ¢é favordvel uma aplicacao
automatica ou semi-automdtica opcional do processo de acordo
com o invento. O presente invento torna possivel realizar um
ensaio quantitativo numa amostra, sem ter de realizar a
medicdo precisa com pipeta do volume da amostra. Apds o
enchimento e cobertura de um poc¢o de acordo com o invento. O
poco contém uma quantidade conhecida com precisdao do ligquido
determinada pelas dimensdes do pogo. Partindo de um volume
relativamente grande com superficie relativamente peguena, é
reduzida a evaporacdao. Imediatamente apds o momento é enchido
um pogo, o mesmo jad estd vedado pelos meios de cobertura, de
modo que isto reduz também o efeito da evaporacdao. Isto é
claramente diferente do enchimento dos pog¢os individuais com
o liquido da amostra por meio de wuma pipeta, electro-
pulverizacdo e semelhante. No presente pedido um pogo &
entendido como gualquer rebaixo no substrato seja qual for a
sua forma. Esta definicdao inclui também os pocos alongados,
0s quais podem ser também referidos como canais.
Essencialmente, tais canails correm paralelos a superficie do
substrato.

De preferéncia, os meios de cobertura que sao utilizados
tém uma espessura de, pelo menos, 0,5 mm, mais de
preferéncia, pelo menos, 0,8 mm, e ainda mais de preferéncia,
pelo menos, 1,2 mm.

Tais meios de cobertura asseguram que o liquido ¢é
impelido efectivamente para diante. Ao mesmo tempo, a rigidez
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dos meios de cobertura aumenta com o aumento de espessura de

modo que o0s meios de cobertura aderem melhor ao substrato.

Se o ligquido for hidrdéfilo, sao utilizados os meios de
cobertura de acordo com uma concretizacdo, cujo lado virado
para fora do substrato perto da frente dos meios de cobertura
é hidréfobo e vice-versa.

Isto auxiliard que parte do liquido se mova através do
topo dos meios de cobertura em vez de ser impelido para
diante. Esta concretizacao €&, em especial, eficaz se forem
utilizados meios de cobertura finos.

De acordo com uma concretizacdo preferida, sado entao
utilizados meios de cobertura cujo lado hidrdéfilo virado para
o substrato possui numa das suas extremidades uma superficie

com uma porg¢ao hidrdéfoba.

O efeito de uma tal porcado de superficie na extremidade,
que antes do movimento de deslizamento estd mais prodéxima do
poco, € que menos ligquido (aquoso) liquido € necessdrio para
encher o po¢o.

Esta porgao de superficie pode ser tornada hidréfoba
por, por exemplo, silanizacgdao, mas também pela aplicacgdao de
uma pasta hidrdéfoba tal como massa de silicone. Uma tal massa
ndao se dissolve no liquido aquoso e tem a vantagem adicional
de que a mesma pode contribuir para a prevencao da
evaporacgao. Além disso, a mesma facilita o deslizamento dos
meios de cobertura sobre o substrato.

Um problema adicional é qgue durante e apds o enchimento
do pogo, © reagente ou o analito é transportado a partir de
um pogo para o outro devido a escoamento ou difusao.
Vantajosamente o poco € enchido e vedado tao depressa que 0S8
reagentes nao podem escapar do pogo. Vantajosamente, pelo
menos, numa terceira posicdao os meios de cobertura sao
pressionados para o substrato com uma forca de, pelo menos,
1 kg/cm?®.

Isto reduz a transferéncia do liquido ou dos reagentes
por escoamento e/ou difusdo. Foi também mostrado ser possivel
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2 durante

aplicar uma tal forcga, e mesmo uma forca de 15 kg/cm
o movimento a partir da primeira posicdo para a terceira
posicéo. Isto auxilia adicionalmente a limitar a
transferéncia do liquido ou dos reagentes por escoamento e/ou

difusao.

De preferéncia, os meios de cobertura utilizados séao
meios de cobertura, dos quais o bordo do lado virado para o
substrato e o lado frontal dos meios de cobertura ¢é
arredondado através, pelo menos, uma porcdao do mesmo, € O
liquido em contacto com este arredondamento ¢é movido no
sentido do liquido aplicado e o pogo, transportando consigo o
liquido, com o qual o pogo vai ser enchido.

Um tal arredondamento auxilia a transportar o ligquido
consigo e facilita o enchimento do Pogo. Um tal
arredondamento ¢é, em particular, adequado para meios de
cobertura, em que o liquido estd em contacto com toda a
altura (espessura) dos meios de cobertura. O bordo, formado
entre o lado virado para fora do substrato e o lado frontal,
é em tal caso, de preferéncia, substancialmente direito, o
mesmo € dizer o mesmo forma um &angulo agudo, o qual devido
aos efeitos da coesdo nao é facilmente ultrapassado por um
liquido.

Vantajosamente, ¢ enchido num Unico substrato um
primeiro pogo um primeiro liquido e um segundo pPOCO com um
segundo liquido, o primeiro liquido e o segundo ligquido séo
aplicados em respectivos primeiros sitios nao sobrepostos, e
os meios de cobertura estdo munidos de um recesso entre os

primeiros sitios nao sobrepostos.

Em vez disto ou adicionalmente ao mesmo, um primeiro
po¢o num uUnico substrato é enchido com um primeiro liquido e
um segundo pocg¢o com um sSeqgundo liquido, sendo o primeiro
ligquido e o segundo liquido aplicados em respectivos
primeiros sitios nédo sobrepostos, e, pelo menos, um O&rgao
escolhido a partir de i) o lado superior o substrato e ii) o
lado inferior dos meios de cobertura, entre os primeiros
sitios nao sobrepostos, é proporcionada uma barreira elevada
enquanto que o outro dérgao na mesma posig¢do tem uma ranhura

complementar, na qual pode ser recebida a barreira, de modo
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que, gquando se enche os primeiro e segundo pogos, a barreira

-

é feita deslizar através da ranhura.

Ambos 08 processos permitem que os pocgos de um substrato
sejam enchidos com liquidos diferentes.

De acordo com uma concretizacdo favordavel, os meios de
cobertura compreendem, pelo menos, dois lados frontais,
sendo, pelo menos, um lado frontal formado por uma parede de
uma ranhura proporcionada perpendicularmente em relacdo a
direcgadao do movimento no lado debaixo do substrato, e sendo o
primeiro pog¢o num Unico substrato enchido com um primeiro
liquido e o segundo poc¢o com um segundo liquido, sendo o
primeiro liquido e segundo liquido aplicados em respectivos
primeiros sitios nao sobrepostos, de tal modo que de tal modo
que o poc¢o do primeiro liguido e o pogo do segundo liquido
estdo no segundo primeiro sitio, apds o que os meios de
cobertura sao colocados sobre o substrato e subsequentemente
movidos através do substrato a fim de encher o primeiro pocgo
e 0 segundo pPoOgo.

Deste modo o0s pogos, que estdao substancialmente em cada
direccgéo prolongada do outro, podem ser enchidos
simultaneamente liquidos diferentes.

A fim de efectivamente vedar um pogo apds o0s meios de
cobertura terem sido movidos para a terceira posicao, é
preferido tanto para o substrato como para os meios de
cobertura serem proporcionados com grupos funcionais capazes
da formacao de uma ligacdo fisica ou quimica com oS8 grupos

funcionais com o0s quais estdao em contacto.

Por exemplo, pode ser proporcionado um componente com
grupos amino e o outro com grupos epdxi. Os varios grupos
funcionais podem ser encontrados com bastante facilidade na
literatura relativa a 1imobilizacdo das proteinas e outras
moléculas numa superficie, pelo que o especialista normal na
técnica nao requer explicacadao adicional.

O invento refere-se também a meios de cobertura para

aplicacao do processo de acordo com uma das reivindicacdes 11
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a 14, bem como a um substrato para a aplicacdo do processo de
acordo com uma das reivindicacgdes 11 a 14.

O presente invento serd agora elucidado com referéncia a
uma concretizacdo explicativa e aos desenhos, nos quais:

as Figs. la e 1b mostram respectivamente uma vista
lateral de um substrato com meios de cobertura de acordo
com o 1invento, e uma vista de topo dos meios de
cobertura e substrato;

as Figs. 2a e 2b mostram a vista lateral em corte
transversal de um substrato com meios de cobertura de
acordo com o 1invento para a aplicacdao de liquidos
diferentes em pocos diferentes (antes e depois); e

a Fig. 3 mostra uma vista de topo de um substrato com
meios de cobertura de acordo com o invento.

A Fig. 1 mostra um substrato 1 munido de dois
agrupamentos 2, 3, consistindo os agrupamentos 2, 3 em pPogos
4, O substrato 1 estda também munido de duas ranhuras 5', 5",
as quais como 0s PoOgos 4 foram, convenientemente,
proporcionadas no substrato 1 por meio de erosao. De acordo
com uma concretizacdo possivel do invento, as ranhuras 5', 5"
sao adequadas para introducadao do ligquido A dentro dos pogos
4. Em vez disso, ou adicionalmente ao mesmo, é possivel de
acordo com uma concretizacgcdo alternativa proporcionar um
revestimento linear, por exemplo, um revestimento hidrdéfilo,
tendo grande afinidade com o liquido. Em vez disso, este
sitio pode ser delimitado por duas linhas de revestimento,
para as quais o liquido tem menos afinidade. No caso de um
liquido aguoso que ¢é aplicado é possivel, por exemplo,
utilizar pulverizacado de “teflon”. Isto pode ser feito com
bastante facilidade, protegendo o sitio em que o ligquido vai
ser aplicado por meio de, por exemplo, uma pega de papel
rectangular. Apds o liguido A ter sido aplicado, o0s meios de
cobertura 6, posicionados sobre o substrato sdo movidos no
sentido dos pogos. Na Fig. 1 os pogos 4 do agrupamento 2
estdao ja cheios.
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O lado dos meios de cobertura 6 virado para o substrato
e o lado do substrato 1 virado para os meios de cobertura 6
sdo completamente lisos, de modo gue uma vez assentes no
substrato, 0s meios de cobertura 6 sao mévels
equidistantemente em relacdao ao substrato 1, e o ligquido de
amostra A impelido a partir das ranhuras 5', 5" para dentro
dos pocos 4. Apds o gque 0s pocgos 4 sao imediatamente selados
pelos meios de cobertura 6. O excesso de liquido A pode ser
soprado para fora com o auxilio de uma pistola de ar (pressao
de aproximadamente 4-5 bar). Antes do que e, de preferéncia,
durante a remocao do excesso do liguido, pode ser exercida,
se necessario, uma forca de aperto, a qual é adequadamente 2-
3 kg/cm’. A remocdo do liquido assegura que quaisquer forcas
de tensdo superficiais nao provocam que este ligquido seja
aspirado entre os meios de cobertura 6 e o substrato 1, o gue
aumentaria a espessura da camada de liquido entre os meios de
cobertura 6 e o substrato 1. Uma camada muito fina de liquido
garante que mesmo sem uma forgca de aperto o0s meios de
cobertura vedardao os pogos 4 por meio da adesdo durante um
tempo de medicdo de, por exemplo, 5-20 minutos. Para a
execucao das medicgdes, os pocos 4 podem conter reagentes qgue
se podem dissolver no liquido A, com o qual os pogos foram
enchidos. A presenca de uma fina camada de liguido minimiza a
troca (por difusao) gque qualguer agente possivelmente
presente de um pogco para um poco adjacente. Finalmente, a
evaporacgdao de um liquido durante a medicdo é efectivamente
evitada com o processo descrito.

Os meios de cobertura 6 e o substrato 1 estdao também
limpos (livres de pd) e, no caso dos ligquidos agquosos A, de
preferéncia, pelo menos, nos lados do substrato 1 e nos meios
de cobertura 6 virando unidades para os outros, hidrdéfilos.
No entanto, no caso dos liquidos aquosos A, a extremidade do
lado dos meios de cobertura 6 virada para o substrato 1 estd,
de acordo com uma preferida concretizacdo, fechada para os
pocos 4 hidrdfobos. Deste modo, pode ser prevenido que
relativamente muito da amostra liquida A seja requerida para
o enchimento dos pogos 4. De acordo com uma concretizacao
simples, a extremidade do lado virado para o substrato 1 seja
tornada hidréfoba com o auxilio da massa de silicone. A
quantidade de massa de silicone utilizada ¢ mantida num
minimo (isto €, ¢é aplicado um revestimento muito fino). A
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utilizacdo de uma ranhura 5 nao € um requisito prévio e pode
mesmo ser 1indesejavel. O liquido A €&, de preferéncia,
aplicado ao lado frontal dos meios de cobertura 6, orientado
no sentido dos pocgos 4. Deste modo € ainda possivel
pulverizar o ligquido A transversalmente. O dito lado frontal
¢, de preferéncia, hidrdfilo.

A velocidade, a qual os meios de cobertura 6 devem ser
movidos em relacdo ao substrato 1, depende dos materiais
utilizados e do liquido A utilizado bem como dos componentes,
tais como os tensiocactivos, compreendidos no mesmo. No
entanto, um especialista na técnica pode facilmente
determinar uma velocidade adequada. Se a percentagem dos
pocos 4, que compreendem ar retido for maior do que a
desejavel, a velocidade deve ser reduzida ou devem ser
utilizados pogos com uma parede arredondada ou menos
escalonada (estes enchem mais facilmente). o substrato 1 e os
meios de cobertura 6 podem ser fabricados a partir de
qualquer material gque seja essencialmente inerte (em relacao
ao liquido A), tal como poliestireno, vidro ou materiais gue
podem  ser tratados utilizando técnicas conhecidas da
industria dos semicondutores.

Préoximo do lado do substrato na extremidade frontal, os
meios de cobertura 6 possuem um bordo 7, o qual esta, de
preferéncia, munido de um arredondamento (indicado pela linha
ponteada). Isto permite aos pogos 4 serem efectivamente
enchidos com o liquido. Um processo pratico de enchimento dos
pogos é executado como se segue.

1) Um wvidro de “Pyrex” (1 x 0,8 cm) qgue tem uma
espessura de 1 mm & limpo por meio de tratamento do
mesmo com a detergente e enxaguando o pogo com agua
desmineralizada.

2) O wvidro de “Pyrex” é colocado num substrato
semicondutor. O substrato semicondutor estd munido de
uma camada hidrofilica de Si0O;- e, de preferéncia, uma
camada de nitreto de silicio. O substrato semicondutor
estd munido de ©pogos de 400x400 pm gque tém uma
profundidade de 50 pm.
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3) Por meio da acgao da capilaridade 0,1 to 0,2 ul de
dgua sao introduzidos entre o vidro de cobertura de
“Pyrex” e o substrato. A presenca de uma quantidade
minima tal do ligquido faz com que o vidro de cobertura
de “Pyrex” adira ao substrato por meio de succdo. E

dificil remover mas pode deslizar.

4) Um liquido de amostra (1 pl) é vazado por pipeta em
frente de uma fila de pogos a uma disténcia do vidro de
cobertura de “Pyrex”.

5) 0O vidro de cobertura de “Pyrex” ¢é impelido para
dentro no sentido do liquido de amostra e dos pogos a
uma velocidade de 2-6 cm/s.

6) Um vidro de cobertura é pressionado para o substrato
com uma forca de 2-3 kg/cm’ e o excesso de liquido de
amostra é soprado para fora com o auxilio de uma pistola
de ar (pressao de 4 bar).

7) Os substratos com vidro de cobertura sao colocados
num retentor lamelas deslizantes numa platina X-Y-Z por
debaixo de uma lente objectiva.

Numa experiéncia, um agrupamento de 5 x 5 pogos de
400x400x50 pm (volume total de 0,2 pl) foi enchido utilizando
apenas 0,5 pl de ligquido.

Experiéncias (reacg¢des de cor, nas guals o0s pogos
estavam revestido com uma enzima) mostraram que o)
arrastamento numa direccdo transversalmente a direccdo do
movimento dos meios de cobertura em relacado ao substrato era
minimo. Havia algum arrastamento detectdvel entre os pocgos
sucessivos na direcc¢do do movimento.

O processo de acordo com o invento mostrou ser adequado
para o enchimento dos poc¢os com a solvente volatil, tal como
o etanol. Isto permite ao processo de acordo com o invento
ser aplicado em reaccgdes gquimicas de combinacéo e
potencialmente perigosas que sao seguras quando executadas
numa escala pequena.
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Para o especialista comum da técnica serda o6bvio que é
possivel variar o presente processo de muitas maneiras sem
sair do ambito do invento. Por exemplo, em particular se um
poco for relativamente profundo, é vantajoso utilizar meios
de cobertura 6, gque nao sejam direitos, por exemplo,
serrilhados ou ondulados, em que os rebaixos serrilhados ou
ondulados absorvem o liquido e os meios de cobertura 6 com oOs
rebaixos sdo impelidos através do poco 4. Se um agrupamento 2
tiver de ser enchido, a posicdo dos rebaixos é escolhida de
tal modo gque 08 mesmos coincidem substancialmente com o0s
centros dos pocos. Se desejado, os diferentes rebaixos podem
conter diferentes 1liquidos de amostra, de modo que o0s
diferentes liguidos de amostra podem ser ensaiados
simultaneamente.

A fim de aplicar uma camada pasta de vedacao hidrdéfoba
tal como a massa de silicone numa maneira definida e
reprodutivel, pode ser feita a utilizacg¢do de um pulverizador,
que estd, pelo menos, num sitio em contacto com o substrato,
sendo, no entanto, movido através do substrato numa direccao
de um excesso da paste. O pulverizador deixa uma ranhura
estreita entre o substrato e o pulverizador, ranhura estreita
que (e com o Aangulo com o qual € movido o pulverizador),
determina a espessura da camada. 0O pulverizador ©pode
opcionalmente estar também munido de uma componente de guia
que assenta contra uma lado do substrato.

A Fig. 2a mostra um substrato 1 munido de vAarios pocos
4., Os meios de cobertura 6 estdao munidos de ranhuras 8, cada
uma das qguals tem uma parede frontal 9 que impele os varios
liquidos A, B, C, D para diante. Quando os meios de cobertura
6 estdo na terceira posigao, os pogos 4 ficam wvedados. Os
pocos 4 podem compreender varios reagentes W, X, Y, Z.

A Fig. 3 mostra uma vista de topo de trés agrupamentos
2, 3, 9 compostos por pogos 4', 4", 4"', para serem enchidos
com diferentes liquidos A, B, C. A fim de prevenir gue os
liquidos que durante o movimento dos meios de cobertura estao
a ser pulverizados ao longo do bordo frontal de entrarem em
contacto entre si, sdo proporcionados rebaixos 9, de modo gue
os liquidos sédo virtualmente sujeitos aos diferentes meios de
cobertura 6.
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A aplicacédo dos liquidos e o movimento dos ligquidos ¢,
de preferéncia, automatizados por meios de distribuidores e
actuadores.

Lisboa,
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REIVINDICACOES

1 - Processo de enchimento de um poco com um liquido,
em que é aplicado um liquido num substrato que compreende um
pPoco numa posicao que nao coincide com o pogo, e o poco apds
o enchimento é vedado com meios de cobertura, caracterizado

por:

- sgser aplicado, para encher o pocgo, liquido a um
primeiro sitio, localizado entre um segundo sitio, onde um
lado frontal dos meios de cobertura, aplicados sobre o
substrato, fica situado, e o pogo nao coberto pelos meios de
cobertura,

- o0 lado frontal dos meios de cobertura ser movido no
sentido liquido que foi aplicado e do pog¢o, levando desse
modo com © mesmo o liquido, com o qual o pogo val ser
enchido, e

- apds o lado frontal dos meios de cobertura ter passado
o0 pogo, ©0s meios de cobertura serem trazidos para uma
terceira posicédo estacionadria, a fim de vedarem o pogo cheio
com liquido.

2 — Processo de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado por serem utilizados meios de cobertura que tém
uma espessura de, pelo menos, 0,5 mm, de preferéncia pelo
menos 0,8 mm, e mais de preferéncia pelo menos 1,2 mm.

3 - Processo de acordo com reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizado por serem utilizados, se o liquido for
hidréfilo, meios de cobertura, cujo lado virado para fora do
substrato préximo da frente dos meios de cobertura é
hidrdfobo e vice-versa.

4 - Processo de acordo com reivindicacéao 3,
caracterizado por os meios de cobertura no lado hidrdéfilo,
virado para o substrato, possuir uma superficie com uma
porgdco hidrdéfoba numa das suas extremidades.
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5 - Processo de acordo com reivindicacéao 4,
caracterizado por a porcgao de superficie hidréfoba
compreender uma pasta hidrdéfoba.

6 — Processo de acordo com uma das reivindicacgdes
anteriores, caracterizado por, pelo menos, numa terceira
posicdao os meios de cobertura serem pressionados para o
substrato com uma forca de, pelo menos, 1 kg/cm”

7 — Processo de acordo com uma das reivindicacgdes
anteriores, caracterizado por o substrato compreender um
agrupamento dos pogos, ser proporcionada uma ranhura no
substrato com uma componente direccional principal que é
perpendicular em relagdo a direcgdo do movimento dos meios de
cobertura, e o liguido ser introduzido dentro da ranhura
antes de ser transferido para o agrupamento pelos meios de
cobertura que se movem através da ranhura.

8 — Processo de acordo com uma das reivindicacgdes
anteriores, caracterizado por o liquido que envolve o0s meios
de cobertura ser removido, quando os meios de cobertura estao

na terceira posicgao.

9 - Processo de acordo com reivindicacéao 8,
caracterizado por a remogao ocorrer por meio de gés
comprimido.

10 - Processo de acordo com uma das reivindicacgdes
anteriores, caracterizado por os meios de cobertura

utilizados serem meios de cobertura, cujo bordo do lado
virado para o substrato e o lado frontal dos meios de
cobertura sao arredondados através de, pelo menos, uma pPoOrgao
dos mesmos, e o ligquido em contacto com este arredondamento
ser movido no sentido do liquido aplicado e do poco, levando
consigo o liquido, com o qual o poco vai ser enchido.

11 - Processo de acordo com uma das reivindicagdes
anteriores, caracterizado por num uUnico substrato um primeiro
poco ser enchido com um primeiro liquido e um segundo PoOgoO
com um segundo liquido, o primeiro 1liquido e o segundo

liquidos serem aplicados em respectivos primeiros sitios néo
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sobrepostos, e o0s meios de cobertura estarem munidos de
dentado entre os primeiros sitios nao sobrepostos.

12 - Processo de acordo com uma das reivindicacgdes
anteriores, caracterizado por um primeiro poc¢o num Unico
substrato ser enchido com um primeiro ligquido e um segundo
poco com um segundo liquido, sendo o primeiro liquido e o
segundo ligquido aplicados em respectivos primeiros sitios nao
sobrepostos e, pelo menos, um érgdo escolhido a partir de 1i)
o lado superior do substrato e ii) o lado inferior dos meios
de cobertura, entre os primeiros sitios ndo sobrepostos, estad
munido de uma barreira elevada, enquanto que o outro érgao na
mesma posicdo tem uma ranhura complementar, na qual pode ser
recebida uma barreira, de modo que quando se enche o primeiro
e segundo pocgos, a barreira ¢é feita deslizar através da
ranhura.

13 - Processo de acordo com uma das reivindicacgdes
anteriores, caracterizado por os meios de cobertura
compreenderem, pelo menos, dois lados frontais, sendo, pelo
menos, um lado frontal formado por uma parede de uma ranhura
proporcionada perpendicularmente em relagdo a direcgao do
movimento no lado debaixo do substrato, e sendo um primeiro
poco num uUnico substrato enchido com um primeiro liquido e um
segundo poc¢o com um segundo liquido, sendo o primeiro ligquido
e o0 segundo liquido aplicados em respectivos primeiros sitios
nao sobrepostos, de tal modo que o pogo do primeiro liquido e
o poco do segundo liguido estdo no segundo primeiro sitio,
apds o qgue o0s meios de cobertura sao colocados sobre o
substrato e subseguentemente movidos através do substrato a
fim de encherem o primeiro poco e o segundo pogo.

14 - Processo de acordo com uma das reivindicacgdes
anteriores, caracterizado por tanto o substrato como os meios
de cobertura estarem munidos de grupos funcionais capazes da
formacdo de uma ligacao fisica ou quimica com oS grupos

funcionais com o0s qualis oS mesmos estao em contacto.

Lisboa,
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