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“METODOS ATUADORES DE GOTICULAS
EMPREGANDO ESFERAS MAGNETICAS”

1 Informagoes de Concessao

[001] A presente invencgao foi elaborada com suporte do
governo sob a CA114993-01A2 e DKO066956-02, concedida pelo National
Institutes of Health of the United States. O Governo dos Estados Unidos detém
certos direitos sobre a invengao.

2 Pedidos Relacionados

[002] O presente pedido reivindica prioridade ao, e
incorpora por referéncia o Pedido de Patente U.S. provisério relacionado N2
60/900,653, depositado em 9 de fevereiro de 2007, intitulado "Immobilization of
magnetically-responsive beads during droplet operations"; 60/980,772,
depositado em 17 de outubro de 2007, intitulado “"Immobilization of
magnetically-responsive beads in droplets"; 60/969,736, depositado em 4 de
setembro de 2007, intitulado "Droplet actuator assay improvements"; e
60/980,762, depositado em 17 de outubro de 2007, intitulado "Droplet actuator
assay improvements".

3 Campo da Invengao

[003] A invengao esta relacionada, em geral, ao campo
de atuadores de goticulas, e em particular, a atuadores de goticulas
configurados para realizar protocolos baseados em goticulas que exigem que
as operagdes de goticulas sejam efetuadas usando goticulas que
compreendem esferas, especialmente esferas reativas a forga magnética. A
invengado também se refere a métodos de producao e uso de tais atuadores de
goticulas.

4 Antecedentes da Invengao

[004] Os atuadores de goticulas sao usados para
desempenhar uma grande variedade de operagdes com goticulas. Um atuador
de goticulas geralmente inclui um substrato, associado a eletrodos, para

realizar operagdes com goticulas em uma superficie de operagdes de goticulas
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do mesmo, e também pode incluir um segundo substrato disposto geralmente
de forma paralela em relagdo a superficie de operagdes de goticulas para
formar uma lacuna na qual as operagbes com goticulas sdo efetuadas. A
lacuna é normalmente preenchida com um fluido de enchimento que é imiscivel
com o fluido que sera submetido as operagées com goticulas no atuador de
goticulas.

[005] Em algumas aplicagbes de um atuador de
goticulas, ha a necessidade de usar "esferas" para varios ensaios. Para os
protocolos que fazem uso de esferas, as esferas sdo geralmente usadas para
ligar-se a uma ou mais substancias alvo em uma mistura de substéncias. As
substancias alvo podem, por exemplo, ser analitos ou contaminantes. Ha a
necessidade de uma abordagem eficiente a lavagem das esferas em um
atuador de goticulas de modo a reduzir a concentragao de uma ou mais
substancias em uma goticula contendo esferas que pode estar em contato
com, ou exposta a superficie da esfera ou esferas.

5 Breve Descrigao da Invengao

[006] Um aspecto da invengao propde a imobilizagao
eficaz das esferas reativas a forga magnética para operagdes com goticulas
que fazem uso de esferas reativas a forga magnética em aplicagbes baseadas
em goticulas. Exemplos incluem ensaios que exigem a execugao de protocolos
de lavagem de esferas, tais como aplicagcbes de pirosequenciamento e
imunoensaios. Em um exemplo, a invengao propbe técnicas que empregam
forcas magnéticas para imobilizar as esferas reativas a forga magnética
durante as operagdes de divisao de goticulas. As técnicas da invengao sao de
particular utilidade em protocolos para lavagem de esferas reativas a forga
magnética dentro de um atuador de goticulas. Dentre outras vantagens, as
técnicas da invengao evitam a aglomeragao ou agregacao indevida das esferas
reativas a forca magnética. Durante as operagdes de divisdao de goticulas, as
técnicas podem vantajosamente mobilizar essencialmente todas as esferas

reativas a forga magnética dentro de uma goticula. As técnicas da invengao
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podem assegurar a imobilizagao e a retengao de substancialmente todas as
esferas reativas a forca magnética durante uma operagdo de lavagem de
goticulas. Apés o término do processo de lavagem, as técnicas da invengao
asseguram a ressuspensdo de substancialmente todas as esferas reativas a
forca magnética dentro do liquido e substancialmente sem aglomeragédo ou
agregacao das mesmas.

[007] Outro aspecto da invengao prevé atuadores de
goticulas aperfeicoados e métodos relacionados para efetuar operagdes de
ensaio aperfeicoadas baseadas em goticulas. As concretizagées da invengao
proporcionam mecanismos para reduzir o cruzamento dos campos magnéticos
dentro de um atuador de goticulas. Outras concretizagbes da invengao
proporcionam mecanismos para reduzir o sobrecarregamento de esferas e
outras substancias dentro de um atuador de goticulas. Ainda outras
concretizagbes da invengao proporcionam mecanismos para aperfeigoar as
operagoes de detecgao de goticulas dentro de um atuador de goticulas.

6 Definigoes

[008] Os seguintes termos, conforme utilizados na
presente invengao, carregam os significados indicados.

[009] “Ativar", com referéncia a um ou mais eletrodos,
significa efetuar uma alteragdo no estado elétrico do um ou mais eletrodos,
resultando em uma operagéao de goticula.

[010] “Esfera", em relagao as esferas em um atuador de
goticulas, significa qualquer esfera ou particula que seja capaz de interagir com
uma goticula em um atuador de goticulas ou em proximidade deste. As esferas
podem ter qualquer um dentre uma grande variedade de formatos, como
esférico, largamente esférico, em forma de ovo, em forma de disco, cubico e
outras formas tridimensionais. A esfera pode, por exemplo, ser capaz de ser
transportada em uma goticula em um atuador de goticulas ou de alguma outra
forma configurada em relagdo a um atuador de goticulas de maneira que

permita que uma goticula no atuador de goticulas seja colocada em contato
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com a esfera, no atuador de goticulas e/ou fora do atuador de goticulas. As
esferas podem ser fabricadas usando uma grande variedade de materiais,
inclusive, por exemplo, resinas e polimeros. As esferas podem ter qualquer
tamanho adequado, incluindo, por exemplo, microesferas, microparticulas,
nanoesferas e nanoparticulas. Em alguns casos, as esferas sao reativas a
forca magnética; em outros casos, as esferas ndo sdo significativamente
reativas a forca magnética. Para as esferas reativas a forga magnética, o
material reativo a forca magnética pode constituir substancialmente toda uma
esfera ou apenas um componente de uma esfera. O restante da esfera pode
incluir, dentre outras coisas, material polimérico, camadas e grupamentos que
permitem a ligagdao de um reagente de ensaio. Exemplos de esferas reativas a
forga magnética adequadas sdo descritos na Publicagdo de Patente U.S. N°
2005-0260686, intitulada "Multiplex flow assays preferably with magnetic
particles as solid phase", publicada em 24 de novembro de 2005, cuja
revelagdo na integra é incorporada aqui para fins de referéncia por seu
ensinamento sobre os materiais e esferas reativos a forca magnética. As
esferas podem incluir uma ou mais populagdes de células biologicas aderidas a
elas. Em alguns casos, as células biolégicas sdao uma populagao
substancialmente pura. Em outros casos, as células biolégicas incluem
diferentes populagbes de células, por exemplo, populagdes de células que
interagem entre si.

[011] "Goticula" significa um volume de liquido em um
atuador de goticulas que é pelo menos parcialmente ligado a um fluido de
enchimento. Por exemplo, uma goticula pode ser completamente circundada
por fluido de enchimento ou pode ser delimitada pelo fluido de enchimento e
uma ou mais superficies do atuador de goticulas. As goticulas podem assumir
uma grande variedade de formatos; exemplos néao-restritivos incluem
geralmente em forma de disco, em forma de lama, esfera truncada, elipsoéide,
esférica, esfera parcialmente comprimida, hemisférica, ovdide, cilindrica e

varios formatos formados durante as operagées com goticulas, tal como fusao
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ou divisdao, ou formadas em decorréncia do contato de tais formas com uma ou
mais superficies de um atuador de goticulas.

[012] "Operagao de goticula" significa qualquer
manipulagdo de uma goticula em um atuador de goticulas. Uma operagao de
goticula pode incluir, por exemplo: carregar uma goticula em um atuador de
goticulas; dispensar uma ou mais goticulas a partir de uma goticula de origem;
dissociar, separar ou dividir uma goticula em duas ou mais goticulas;
transportar uma goticula de um local para outro em qualquer dire¢ao; unir ou
combinar duas ou mais goticulas em uma unica goticula; diluir uma goticula;
misturar uma goticula; agitar uma goticula; deformar uma goticula; reter uma
goticula numa posigao; incubar uma goticula; aquecer uma goticula; vaporizar
uma goticula; resfriar uma goticula; descartar uma goticula; transportar uma
goticula para fora de um atuador de goticulas; outras operagdes com goticulas
descritas na presente inveng¢ao; e/ou qualquer combinagdo das operagbes
mencionadas. O termo "unir", "unido", "combinar”, "combinagao”, e similares,
sao usados para descrever a criagao de uma goticula a partir de duas ou mais
goticulas. Deve-se entender que, quando tal termo for usado em referéncia a
duas ou mais goticulas, qualquer combinagao de operagdes de goticulas
suficiente para resultar na combinagdo das duas ou mais goticulas em uma
goticula pode ser utilizada. Por exemplo, a "uniao da goticula A com a goticula
B" pode ser obtida transportando a goticula A para entrar em contato com uma
goticula fixa B, transportando a goticula B para entrar em contato com uma
goticula fixa A, ou transportando as goticulas A e B para entrar em contato uma
com a outra. os termos "dissociagao”, "separagao" e "divisao" nao pretendem
implicar um resultado especifico em relagdo ao tamanho das goticulas
resultantes (isto é, o tamanho das goticulas resultantes pode ser igual ou
diferente) ou ao numero de goticulas resultantes (0 numero de goticulas
resultantes pode ser 2, 3, 4, 5 ou mais). O termo "mistura" se refere a
operagdes de goticulas que resultam na distribuigdo mais homogénea de um
ou mais componentes dentro de uma goticula. Exemplos de operagdes de
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"carregamento” de goticulas incluem carregamento por microdialise,
carregamento auxiliado por pressao, carregamento robético, carregamento
passivo, e carregamento por pipeta.

[013] "Imobilizar", em relagdo as esferas reativas a
forca magnética, significa que as esferas sdo substancialmente restritas em
sua posigcao em uma goticula ou em um fluido de enchimento em um atuador
de goticulas. Por exemplo, em uma concretizagéo, as esferas imobilizadas sao
suficientemente restritas em sua posigdo para permitir a execu¢do de uma
operagao de divisao em uma goticula, produzindo uma goticula com
substancialmente todas as esferas e uma goticula substancialmente sem
esferas.

[014] "Reativo a forga magnética" significa que reage a
um campo magnético. "Esferas reativas a forga magnética" incluem ou sao
compostas de materiais reativos a forga magnética. Exemplos de materiais
reativos a forga magnética incluem materiais paramagnéticos, materiais
ferromagnéticos, materiais ferrimagnéticos e materiais metamagnéticos.
Exemplos de materiais paramagnéticos adequados incluem ferro, niquel e
cobalto, bem como 6xidos metalicos, tal como Fe;O,4, BaFei,O49, CoO, NiO,
Mn203;, Cr,03, e CoMnP.

[015] A ‘"lavagem", em relagado a lavagem de uma
esfera reativa a forgca magnética, significa reduzir a quantidade e/ou
concentragdao da uma ou mais substancias em contato com a esfera reativa a
forca magnética ou exposta a esfera reativa a forga magnética a partir de uma
goticula em contato com a esfera reativa a forga magnética. A redugdo na
quantidade e/ou concentragdo da substdncia pode ser parcial,
substancialmente completa, ou até mesmo completa. A substancia pode ser
qualquer uma dentre uma grande variedade de substancias; exemplos incluem
substéancias alvo para analise adicional, e substancias indesejadas, tais como
componentes de uma amostra, contaminantes e/ou reagente em excesso. Em

algumas concretizagbes, uma operagao de lavagem comega com uma goticula

Petigdo 870190041365, de 02/05/2019, pag. 14/48



7/38

inicial em contato com uma esfera reativa a forga magnética, em que a goticula
inclui uma quantidade inicial e uma concentragao inicial de uma substancia. A
operacgao de lavagem pode prosseguir usando uma variedade de operagdes de
goticulas. A operagao de lavagem pode produzir uma goticula incluindo a
esfera reativa a forga magnética, em que a goticula tem uma quantidade total
e/ou concentragdo da substancia que é inferior a quantidade inicial e/ou a
concentragdo da substancia. Outras concretizagdes sdo descritas noutras
partes neste documento, e ainda outras ficardo imediatamente evidentes em
vista da presente revelagao.

[016] Os termos "superior" e "inferior" sao usados em
toda a descricdo com referéncia aos substratos superior e inferior do atuador
de goticulas apenas por conveniéncia, uma vez que o atuador de goticulas é
funcional, seja qual for sua posi¢ao no espago.

[017] Quando um dado componente, tal como uma
camada, regido ou substrato, é tido aqui como sendo disposto ou formado "em"
outro componente, esse dado componente pode estar diretamente no outro
componente, ou, como alternativa, componentes intermediarios (por exemplo,
um ou mais revestimentos, camadas, intercamadas, eletrodos ou contatos)
também podem estar presentes. Sera entendido também que os termos
"disposto no" e "formado no" sdo usados intercambiavelmente para descrever
como um determinado componente é posicionado ou situado em relagao a
outro componente. Portanto, os termos "disposto no" e "formado no" ndo tém a
intencdo de introduzir quaisquer limitagdes em relagdo aos métodos
especificos de transporte, deposi¢ao ou fabricagdao de material.

[018] Quando um liquido em qualquer forma (por
exemplo, uma goticula ou um corpo continuo, seja ele mével ou fixo) for
descrito como estando "no", "em" ou "sobre" um eletrodo, arranjo, matriz ou
superficie, tal liquido poderia estar ou em contato direto com o eletrodo /

arranjo / matriz / superficie, ou poderia estar em contato com uma ou mais
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camadas ou filmes dispostos entre o liquido e o eletrodo / arranjo / matriz /
superficie.

[019] Quando uma goticula for descrita como estando
"em" ou "carregada em" um atuador de goticulas, deve-se entender que a
goticula é disposta no atuador de goticulas de uma forma que facilita o uso do
atuador de goticulas para realizar uma ou mais operagdes de goticulas sobre a
goticula, a goticula é disposta no atuador de goticulas de uma forma que
facilita a medicdo de uma propriedade ou de um sinal da goticula e/ou a
goticula foi submetida a uma operagao de goticula no atuador de goticulas.

7 Breve Descrigao dos Desenhos

[020] As Figuras 1A e 1B ilustram a primeira e segunda
vistas de cima, respectivamente, de uma parte de um atuador de goticulas em
uso durante uma primeira e segunda fase, respectivamente, de uma operagao
de divisao de goticula;

[021] As Figuras 2A e 2B ilustram uma vista lateral e de
cima de uma segao de um atuador de goticulas que inclui um ima que é
colocado em uma posi¢ao que esta distante da zona de divisao;

[022] A Figura 3 ilustra uma vista lateral de uma se¢ao
de um atuador de goticulas que inclui dois imas que sao dispostos acima e
abaixo da goticula;

[023] As Figuras 4A e 4B ilustram vistas laterais de uma
segao de um atuador de goticulas que inclui quatro imas que sao dispostos em
posigoes que circundam a goticula;

[024] As Figuras 5A e 5B ilustram a primeira e segunda
vistas de cima, respectivamente, de uma seg¢ao de um atuador de goticulas
durante uma primeira e segunda fase, respectivamente, de uma operagao de
divisao de goticulas;

[025] A Figura 6 ilustra uma vista lateral de uma segao
de um atuador de goticulas que inclui uma blindagem magnética para reduzir o

cruzamento dos campos magnéticos;
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[026] A Figura 7 ilustra uma vista de cima de uma
seg¢ao de um atuador de goticulas que inclui um ima com pélos que sao
dispostos opostamente para reduzir o cruzamento dos campos magnéticos;

[027] A Figura 8 ilustra um mapa dos campos
magnéticos que sao dispostos em uma relagao, tal como a ilustrada na Figura
7

[028] A Figura 9 ilustra uma vista de cima de uma
secdo de um atuador de goticulas disposto de forma a reduzir o
sobrecarregamento em uma regiao de detecgao de goticulas;

[029] As Figuras 10A e 10B ilustram uma vista de cima
de uma segdao de um atuador de goticulas configurado para reduzir o
sobrecarregamento;

[030] As Figuras 11A, 11B 11C ilustram vistas laterais
da seg¢ao de um atuador de goticulas configurado para melhorar a sensibilidade
da detecgao de goticula;

[031] A Figura 12 ilustra uma vista de cima de uma
sec¢ao de um atuador de goticulas configurado para melhorar a sensibilidade da
deteccgao de goticula;

[032] A Figura 13 ilustra uma vista lateral de uma seg¢ao
de um atuador de goticulas configurado para melhorar a sensibilidade da
deteccgao de goticula;

[033] As Figuras 14A e 14B ilustram vistas de cima de
um conjunto atuador de goticulas modular, que proporciona um conjunto
universal para orientar uma montagem de imas para um atuador de goticulas; e

[034] A Figura 15 ilustra uma vista lateral de um
conjunto atuador de goticulas modular, que é outro exemplo nao-limitante de
um conjunto universal para orientar uma montagem de imas para um atuador
de goticulas.

8 Descrigao Detalhada da Invengao
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[035] A presente invengdao se refere, entre outras
coisas, a atuadores de goticulas configurados para imobilizar esferas reativas a
forgca magnética e a métodos de produgao e uso de tais atuadores de goticulas.
Como exemplo, os atuadores de goticulas sédo uteis para imobilizar esferas em
goticulas nos atuadores de goticulas, com isso facilitando a execugao de
protocolos que exigem a imobilizagao de tais esferas, tais como protocolos de
lavagem de esferas. A invengao também proporciona técnicas para reduzir ou
eliminar o sobrecarregamento de substancias de goticula a goticula em um
atuador de goticulas e técnicas para maximizar a detecgao de sinal em um
atuador de goticulas.

8.1 Perda de Esferas Durante a Divisao de Goticula

[036] As Figuras 1A e 1B ilustram a primeira e

segunda vistas de cima, respectivamente, de um atuador de goticulas 100 em
uso durante uma primeira e segunda fase, respectivamente, de uma operagao
de divisao de goticula; O atuador de goticulas 100 faz uso de uma configuragao
que ndo é propria para a divisao eficiente de uma goticula usando a técnica
especifica ilustrada sem perda de esferas reativas a forga magnética. O
atuador de goticulas 100 inclui um primeiro substrato 110 e um segundo
substrato (n&o ilustrado) dispostos com uma lacuna entre eles, que serve de
caminho de fluido. O primeiro substrato 110 inclui um conjunto de eletrodos de
operagao de goticula 112 configurados para realizar operagdes de goticula na
goticula em forma de bala 114, que é suspensa em um fluido de enchimento e
inclui esferas reativas a forga magnética 116. Um ima 118 pode ser disposto
em proximidade suficiente com os eletrodos de operagao de goticula 112 para
permitir certo grau de imobilizagao das esferas reativas a forgca magnética 116.
[037] As Figuras 1A e 1B mostram uma operagao de
divisao que esta ocorrendo na presenga de um campo magnético produzido
dentro do atuador de goticulas 100 pelo ima 118. A colocagao do ima 118 nao
é adequada para localizar substancialmente todas as esferas reativas a forga
magnética 116 em uma localizagdo centralizada (por exemplo, distante das
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bordas da goticula) dentro da parte da goticula 114 que é selecionada para
reter as esferas apdés a operagao de divisdo. Consequentemente, uma certa
quantidade de esferas reativas a forgca magnética 116 preenchem a zona de
divisao 120 durante a operagao de divisdo de goticula, como mostra a Figura
1A, resultando numa perda de esferas, como mostra a Figura 1B. A Figura 1B
mostra uma primeira goticula 122 que contém uma certa quantidade da
quantidade original de esferas reativas a forga magnética 116 e uma segunda
goticula 124 que contém uma certa quantidade restante da quantidade original
de esferas reativas a forga magnética 116. Em outras palavras, o resultado
final da operagao de diviséo ilustrada € uma perda de esferas reativas a forga
magnética 116. Os inventores descobriram que um fator que contribui para a
perda de esferas € que uma quantidade total de esferas reativas a forga
magnética 116 nao é atraida, imobilizada e retida de maneira adequada em
uma localizagao centralizada dentro da goticula 114 e/ou a uma distancia
suficiente da zona de divisao 120.

8.2 Configuragdes de imas para Prevengio/Redugido
da Perda de Esferas

[038] Entre outras coisas, a invengao proporciona
atuadores de goticulas aperfeicoados que possuem varias configuragées de
imas, em que imas sado dispostos para dividir de forma eficaz goticulas
contendo esferas e lavar esferas reativas a forga magnética, descritas com
referéncias as Figuras 2, 3, 4, 5A e 5B. Essas figuras ilustram exemplos nao
limitantes de configuragcbes de imads em combinagdo com um atuador de
goticulas dividindo goticulas com pouca ou nenhuma perda de esferas, e sao,
entre outras coisas, uteis para lavar de forma eficiente esferas reativas a forga
magnética. Um ou mais imas podem ser dispostos em proximidade a uma
goticula em um atuador de goticulas de modo que as esferas reativas a forga
magnética sejam atraidas e imobilizadas de forma adequada dentro da
goticula, de preferéncia em uma localizagao centralizada longe do gargalo que
se forma durante as operagdes de divisdo. Nessa abordagem, todas ou
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substancialmente todas as esferas reativas a forga magnética sao retidas
dentro de uma unica goticula apds o término de uma operagao de divisao de
goticula. De modo similar, a operagao de divisao pode ser realizada em uma
goticula que esta a uma distancia das esferas imobilizadas suficiente para
reduzir ou eliminar a perda de esferas. Como sera explicado em relagao aos
exemplos abaixo, um ou mais imas podem ser dispostos em relagao a
estrutura do atuador de goticulas acima, abaixo e/ou ao lado da goticula
contendo esferas reativas a forga magnética, e quaisquer combinagdes desses
para chegar a esse objetivo.
8.2.1 Posigao do ima em relagido a Zona de Divisdo

[039] As Figuras 2A e 2B ilustram vistas lateral e de

cima de um atuador de goticulas 200. Nesta concretizagao, o ima é colocado
em uma posi¢ao que é suficientemente distante da parte da goticula que esta
se rompendo durante a operagao de divisdao, a zona de divisao 224 (ou vice
versa, pode-se dizer que a zona de divisdao é colocada a uma distancia
suficiente da posigédo do ima), para reduzir ou eliminar a perda de esferas
durante uma operagao de divisao de goticula. Além disso, o ima é posicionado
de modo que as esferas sejam localizadas centralmente ao longo de um
diametro lateral L da goticula (vista de cima). O atuador de goticulas 200 inclui
um primeiro substrato 210 e um segundo substrato 212 separados para
proporcionar uma lacuna para efetuar operagées de goticulas, embora apenas
um substrato seja necessario. Um conjunto de eletrodos de operagao de
goticula 214 é associado a um ou ambos os substratos e configurado para
realizar uma ou mais operagbes de goticula. O atuador de goticulas 200 pode
incluir um ima 216 que é disposto em proximidade suficiente a goticula 218/222
para substancialmente imobilizar as esferas reativas a forca magnética 220
durante uma operagao de divisao de goticula. Por exemplo, o ima pode ser
configurado como um componente do atuador de goticulas e/ou em
proximidade suficiente com o atuador de goticulas para imobilizar as esferas
reativas a forga magnética na goticula 218/222 na lacuna. A goticula 218/222
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pode ser circundada por um fluido de enchimento (ndo ilustrado). A goticula
218/222 contém uma quantidade de esferas reativas a forga magnética 220
imobilizadas pelo ima 216.

[040] O ima 216 é posicionado em relagdo a um ou
mais eletrodos de operagao de goticula 214, de modo a localizar as esferas
220 em uma regiao da parte da goticula 218/222 que ira formar a goticula 218
sem permitir a perda substancial de esferas 218 durante a operagao de divisao
de goticula para a goticula 222.

[041] Em operagao, uma operagao de divisao é obtida
sem perda substancial de esferas magnéticas 220 gragas, como ilustrado em
201, a provisdo de um atuador de goticulas 200 com eletrodos ativados (ON)
para formar a goticula combinada 218/222 e 0 iméa 216, e o ima 216 é disposto
em uma posi¢ao que faz com que substancialmente todas as esferas reativas a
forca magnética 220 serem atraidas ao ima 216 em uma zona da goticula
218/222 que impede a perda substancial de esferas reativas a forca magnética
220 para a goticula 222. O ima 216 pode ser disposto de modo que as esferas
reativas a forga magnética 220 atraidas estejam localizadas em uma
localizagao geralmente centralizada ao longo do diametro lateral L dentro da
goticula combinada 218/222 e distante da zona de divisdo de goticula 224.
Durante uma operagao de divisao de goticula, como ilustrado em 202, um
eletrodo intermediario é desativado (OFF), provocando a divisdo na zona de
divisdo 224. Substancialmente todas as esferas reativas a forga magnética 220
sao retidas na goticula 218, e a goticula 222 é formada e esta
substancialmente livre de esferas reativas a forga magnética 220, como
ilustrado em 203.

[042] Um processo para lavagem das esferas reativas a
forca magnética 220 pode, em uma concretizagao, envolver a repeticao das
operagdes de unido de goticulas (com uma goticula de lavagem), imobilizagao
de esferas, divisdo e ressuspensdao de esferas até serem atingidos niveis

aceitaveis de lavagem.
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8.2.2 Configuragdao com Dois imas para Produzir uma
Coluna de Esferas

[043] A Figura 3 ilustra uma vista lateral de um atuador
de goticulas 300. O atuador de goticulas 300 é geralmente configurado como
descrito na Figura 2, exceto que ele inclui dois imas, o ima 310a e 310b,
dispostos abaixo e acima da goticula 218. Os imas podem ser integrados ao
atuador de goticulas 300 e/ou dispostos em estreita proximidade com o lado
externo do primeiro substrato 210 e do segundo substrato 212. Em geral, os
imas 310a e 310b podem ser dispostos de modo que os pdlos opostos estejam
voltados um para o outro. Em um exemplo, o pélo positivo ou norte do ima
310a esta voltado para o pdolo negativo ou sul do ima 310b, como mostra a
Figura 3.

[044] Os imas 310a e 310b podem ser imas separados,
ou, como alternativa, os imas 310a e 310b podem ser pdlos opostos de um
unico ima permanente ou eletroima em forma de ferradura, em forma de "U" ou
em forma de "C". A disposi¢ao dos imas 310a e 310 pode fazer com que as
esferas reativas a forga magnética 220 sejam imobilizadas e retidas em um
agrupamento em forma de coluna. Os imas sao preferencialmente
configurados para localizar as esferas dentro da goticula 218 em uma posigao
que esta distante da zona de divisdo 224 na parte da goticula combinada (nao
ilustrada) em que as esferas serdao retidas. Além disso, os imas sao
preferencialmente alinhados para localizar centralmente as esferas ao longo do
diametro lateral L dentro da goticula combinada (nao ilustrada).

8.2.3 Multiplos Pares de Iimas para Centralizar as
Esferas

[045] As Figuras 4A e 4B ilustram vistas laterais de um

atuador de goticulas 400. O atuador de goticulas 400 é geralmente configurado
como o atuador de goticulas 200 descrito na Figura 2, com a excegao de que
ele inclui quatro imas dispostos em posig¢des circundando a goticula. Em geral,

essa disposigao ilustra a concretizagao em que multiplos pares de imas com
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polos positivos/negativos voltados um para o outro sdo configurados para
localizar de forma geralmente centralizada as esferas 220 na goticula
combinada antes da divisdo. Como ilustrado na Figura 4B, as esferas estdo
geralmente localizadas centralmente ao longo de uma dimenséao vertical V e
uma dimenséo lateral L. No exemplo ilustrado, o atuador de goticulas 400 inclui
quatro imas, tal como um ima 410a, 410b, 410c e 410d.

[046] Os imas 410a e 410b podem ser dispostos em
estreita proximidade com a goticula, igualmente espagados em ambos os lados
da goticula, com poélos opostos voltados um para o outro. Por exemplo, o pélo
norte do ima 410a pode estar voltado para o pélo sul do ima 410b. Os imas
410c e 410d podem ser dispostos em estreita proximidade com a goticula,
igualmente espagados em ambos os lados da goticula, com pdélos opostos
voltados um para o outro. Por exemplo, o pdlo norte do ima 410a pode estar
voltado para o pélo sul do ima 410b. O par de imas 410a/410b pode
geralmente ser alinhado horizontalmente em volta da goticula em relagao ao
par de imas 410c/410d. Na concretizagao ilustrada, o par de ima 410a/410b
tem uma orientagao vertical ao redor da goticula, e o par de imas 410c/410d
tem uma orientagdo horizontal ao redor da goticula. Qualquer orientagédo ao
redor da goticula que atinja a localizagao geralmente central das esferas ao
longo da dimensao lateral L e da dimenséo vertical V sera suficiente para obter
a imobilizagao central desejada.

[047] Os imas 410a e 410b podem ser dispostos em
estreita proximidade com o lado externo do primeiro substrato 210 e do
segundo substrato 212, respectivamente, de modo que o campo magnético dos
imas 410a e 410b possa passar através da lacuna entre o primeiro substrato
210 e o segundo substrato 212 do atuador de goticulas 400. Os imas 410a e
410b sao dispostos de modo que os pdlos opostos estejam voltados um para o
outro. Em um exemplo, o pdlo norte do ima 410a esta voltado para o pélo sul
do ima 410b, como mostra a Figura 4. De modo similar, os imas 410c e 410d

sao dispostos em estreita proximidade com um primeiro lado e um segundo
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lado, respectivamente, do atuador de goticulas 400, de modo que o campo
magnético dos imas 410c e 410d possa passar através da lacuna do atuador
de goticulas 400 e perpendicular ao campo magnético dos imas 410a e 410b.
Os imas 410c e 410d sao dispostos de modo que os polos opostos estejam
voltados um para o outro. Em um exemplo, o pélo norte do ima 410d esta
voltado para o pélo sul do ima 410c, como mostra a Figura 4.

[048] Os imas 410a e 410b podem ser imas separados,
ou, como alternativa, os imas 410a e 410b podem ser pélos opostos de um
unico ima permanente ou eletroima em forma de ferradura, em forma de "U" ou
em forma de "C". De modo similar, os imas 410c e 410d podem ser imas
separados, ou, como alternativa, os imas 410c e 410d podem ser pdlos
opostos de um unico ima permanente ou eletroima em forma de ferradura, em
forma de "U" ou em forma de "C". Visto que o campo magnético dos imas 410a
e 410b e dos imas 410c e 410d, respectivamente, cruza-se no centro do
caminho de fluido dentro do atuador de goticulas 400, as esferas reativas a
forca magnética 220 sao imobilizadas magneticamente e retidas em um
aglomerado que esta centralizado dentro da goticula combinada e retido na
goticula 218 apds a operagao de divisao.

8.24 llustragao da Divisao sem substancialmente
nenhuma Perda de Esfera

[049] As Figuras 5A e 5B ilustram uma primeira e

segunda vistas de cima, respectivamente, de um atuador de goticulas 500 em
uso durante uma primeira e segunda fase, respectivamente, de uma operagao
de divisdo de goticula. O atuador de goticulas 500 pode, como alternativa, ser
configurado como qualquer um dos atuadores de goticulas exemplificativos
200, 300 e 400. O atuador de goticulas 500 das Figuras 5A e 5B faz uso de
forcas magnéticas que sédo configuradas adequadamente para uso em uma
operagao de divisao projetada para resultar na retengédo substancialmente
completa das esfera em uma unica goticula, tal como um processo para lavar

esferas reativas a forgca magnética.
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[050] Em particular, as Figuras 5A e 5B mostram uma
operacgao de divisdo que esta ocorrendo a uma distancia suficiente das esferas
localizadas 220 para permitir uma operagao de divisao que resulte na retengao
substancialmente completa das esferas reativas a forga magnética na goticula
218 e numa goticula que esteja substancialmente livre de esferas reativas a
forca magnética. A posi¢ao da face do ima 510 é configurada adequadamente
para imobilizar magneticamente substancialmente todas as esferas reativas a
forca magnética 220 em uma localizagao centralizada dentro da goticula e a
uma distancia da zona de divisdo que seja suficiente para obter a retengéo
desejada das esferas reativas a forga magnética 220 na goticula 218. Como
resultado, substancialmente nenhuma quantidade de esferas reativas a forga
magnética 220 liga-se a uma zona de divisao 512 durante a operagdo de
divisao de goticula, como mostra a Figura 5A, ndo ocorrendo substancialmente
nenhuma perda de esferas. A Figura 5B mostra a goticula 218 que contém
substancialmente todas as esferas reativas a forga magnética 220. Em outras
palavras, o resultado final de uma operagcdo de divisdo que ocorre
substancialmente fora das forgas dos imas é que nao ha substancialmente
nenhuma perda de esferas reativas a forga magnética 220 porque
substancialmente todas as esferas reativas a forga magnética 220 sao
adequadamente atraidas, imobilizadas e retidas em uma localizagao
centralizada dentro do fluido.

8.3 Configuragdes do Atuador de Goticulas com imas
8.3.1 Atuador de Goticulas com Blindagem Magnética

[051] A Figura 6 ilustra uma vista lateral de um atuador
de goticulas 600 que inclui uma blindagem magnética para reduzir o
cruzamento dos campos magnéticos. O atuador de goticulas 600 inclui uma
placa superior 610 e uma placa inferior 614 que sao dispostas com uma lacuna
618 entre elas. Uma configuragéo dos eletrodos 622, por exemplo, eletrodos de
eletroumectagdo, pode ser associada a placa inferior 614 para realizar
operagdes de goticula, e um eletrodo, tal como o eletrodo de reservatério 626,
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que esta associado a um reservatorio de fluido 630 que contém uma
quantidade de fluido 634. Uma ou mais goticulas (n&o ilustradas) podem ser
dispensadas da quantidade de fluido 634 do reservatério 630 para manipulagao
ao longo dos eletrodos 622. Além disso, o fluido 634 e quaisquer goticulas
dispensadas dele podem opcionalmente conter esferas (nao ilustradas), que
podem, em alguns casos, serem reativas a forga magnética.

[052] O atuador de goticulas 600 adicionalmente inclui
um ima 638 que é disposto em proximidade com o0 um ou mais eletrodos 622.
O ima 638 pode ser disposto em proximidade suficiente com os eletrodos 622 a
fim de permitir a imobilizagdo das esferas reativas a forga magnética (nao
ilustradas), por exemplo, em uma goticula posicionada em um eletrodo. Em um
exemplo, o objetivo do ima 638 é imobilizar magneticamente e reter as esferas
reativas a forga magnética durante uma operagao de divisdo de goticula, por
exemplo, uma operagao de divisdao que pode ser realizada em um processo
para lavagem de esferas reativas a forgca magnética.

[053] Além disso, o atuador de goticulas 600 inclui uma
blindagem magnética 642 que é disposta em proximidade suficiente com o
reservatério de fluido 630 para proteger seu conteudo dos campos magnéticos
préximos, tal como o campo magnético do ima 638. A blindagem magnético
642 pode, por exemplo, ser formado de Mu-metal, que possui permeabilidade
magnética suficientemente alta e que é adequado para reduzir, de preferéncia
substancialmente eliminar, campos magnéticos indesejados do ima dentro do
reservatério de fluido 630. Em um exemplo, a blindagem magnética 642 pode
ser formada de Mu-metal, fornecido pela McMaster-Carr (Elmhurst, IL). Outros
exemplos de materiais de blindagem magnética 642 incluem Permaléi, ferro,
aco e niquel.

[054] O atuador de goticulas 600 n&o se limita apenas a
uma blindagem magnética e um ima; qualquer quantidade de blindagens
magnéticas e imas pode ser instalada nele. Portanto, pelo uso de uma ou mais
blindagens magnéticas, a exposi¢cao das esferas magnéticas (néo ilustradas)
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dentro das goticulas aos campos magnéticos pode ser limitada apenas as
regides desejadas do atuador de goticulas 600. As blindagens magnéticas
podem ser incluidas em qualquer superficie do atuador de goticulas e em
qualquer disposi¢ao que facilite a blindagem adequada.

[055] Em um exemplo de aplicagdo, um atuador de
goticulas pode ser empregado para realizar multiplos ensaios em paralelo, e,
consequentemente, pode haver a necessidade de lavagem geralmente
simultédnea das varias esferas magnéticas que podem ser manipuladas dentro
das varias pistas de eletrodos. Sem as blindagens magnéticas, uma operagao
de lavagem ou ensaio que é realizado em uma certa localizagao usando um
ima associado pode ser afetada pelo campo magnético de um iméa distante
(isto é, ocorre o cruzamento dos campos magnéticos). Em contrapartida, o
cruzamento dos campos magnéticos entre dois imas qualquer pode ser
reduzido, de preferéncia substancialmente eliminado, via a colocagao
estratégica de uma ou mais blindagens magnéticas, tal como a blindagem
magnética 642, dentro do atuador de goticulas.

8.3.2 Atuador de Goticulas com Configuragido de imas
Alternados

[056] A Figura 7 ilustra uma vista de cima de um
atuador de goticulas 700 que inclui um ima cujos poélos sao dispostos
opostamente para reduzir o cruzamento dos campos magnéticos. O atuador de
goticulas 700 inclui uma configuragéo de eletrodos 710, por exemplo, eletrodos
de eletroumectagao, para realizar operagbes de goticula em uma ou mais
goticulas (n&o ilustradas). Além disso, um ima 714 é disposto em estreita
proximidade com uma primeira pista de eletrodos 710, um ima 718 é disposto
em estreita proximidade com uma segunda pista de eletrodos 710, um ima 722
é disposto em estreita proximidade com uma terceira pista de eletrodos 710, e
um ima 726 é disposto em estreita proximidade com uma quarta pista de
eletrodos 710. Os imas 714, 718, 722 e 726 podem ser dispostos em
proximidade suficiente com os eletrodos 710 de modo a permitir a imobilizagao
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das esferas reativas a forga magnética (nao ilustradas) dentro de uma ou mais
goticulas (nao ilustradas) localizadas em um ou mais dos eletrodos.

[057] De modo a reduzir, de  preferéncia
substancialmente eliminar, o cruzamento dos campos magnéticos entre os
imas adjacentes, os pélos dos imas adjacentes sao dispostos opostamente, o
que causa o cancelamento dos campos magnéticos adjacentes. Por exemplo e
referindo-se novamente a Figura 7, o pdélo norte do ima 722 é orientado para
cima, e o polo sul do ima 726 é orientado para cima. Dessa maneira, os
campos magnéticos sao cancelados e o cruzamento dos campos magnéticos
entre os imas 714, 718, 722 e 726 pode ser reduzido, de preferéncia
substancialmente eliminado.

[058] A Figura 8 ilustra um mapa 800 dos campos
magnéticos dispostos em uma relagao, tal como a ilustrada na Figura 7.

8.4 Outras Técnicas

[059] A invengdo também oferece técnicas para reduzir
o sobrecarregamento em um atuador de goticula, além de técnicas para
aperfeicoar as operagdes de detecgao.

8.4.1 Técnica para Reduzir o Sobrecarregamento em
um Atuador de Goticulas

[060] A Figura 9 ilustra uma vista de cima de um
atuador de goticulas 900 pelo qual uma operagdo para reduzir o
sobrecarregamento em uma regiao de detecgao de goticula pode ser realizada.
O atuador de goticulas 900 inclui uma configuragao dos eletrodos 910, por
exemplo, eletrodos de eletroumectagdo, para submeter as goticulas a
operagdes de goticula. Além disso, o atuador de goticulas 900 inclui uma
regiao de detecgao designada 914 em, por exemplo, um certo eletrodo 910. A
regiao de detecgcao 914 € usada para detectar goticulas posicionadas no
mesmo ou passando através do mesmo durante as operagoes de goticula. Em
um exemplo, a detecgao de goticulas é realizada usando um tubo
fotomultiplicador (PMT) ou PMT de contagem de fétons que esta associado a
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regiao de detecgdo 914. Um PMT (nao ilustrado) é usado para medir a luz (isto
é, detectar fétons) emitida por uma goticula (por exemplo, devido a
fluorescéncia e/ou quimioluminescéncia) quando no eletrodo que esta
associado a regiao de detecgao 914. Em alguns casos, um acumulo de
substancias em uma regiao de detecgao, tal como a regiao de detecgao 914,
pode ocorrer devido ao sobrecarregamento, que envolve esferas ou outras
substancias sendo deixadas para tras nas superficies e/ou no fluido de
enchimento durante as operagbes de goticula. O sobrecarregamento pode
interferir na detecgéo precisa dos sinais a partir das goticulas subsequentes
e/ou pode interferir nas operagdes de goticula pelos eletrodos afetados.

[061] Referindo-se novamente a Figura 9, uma
operagcao de sequenciamento de goticula da invengao reduz, de preferéncia
substancialmente elimina, o sobrecarregamento na regidao de detecgao 914
mediante uma série de goticulas de ensaio 918 e goticulas de lavagem 922
alternadas. Em um exemplo, uma goticula de ensaio 918a passa através da
regiao de detecgao 914, seguida de uma goticula de lavagem 922a, seguida de
uma goticula de ensaio 918b, seguida de uma goticula de lavagem 922b,
seguida de uma goticula de ensaio 918c, seguida de uma goticula de lavagem
922c, seguida de uma goticula de ensaio 918d, que é seguida de uma goticula
de lavagem 922d. Uma vez que as goticulas 918a, 918b, 918c e 918d tém o
potencial de degradar a fungdo da regido de detecgao 914 devido ao
cruzamento, as goticulas de lavagem 922a, 922b, 922c e 922d realizam uma
operagcao de limpeza das superficies que estdo associadas a regido de
detecgdo 914. O processo de limpeza da invengdo nao se limita a sequéncia
que é ilustrada na Figura 9. Qualquer sequéncia é possivel, contanto que a
sequéncia inclua um numero adequado de goticulas de lavagem de modo a
limpar adequadamente a regidao de detecgao. Por exemplo, dependendo das
exigéncias do ensaio especifico, varias goticulas de lavagem podem ser
proporcionadas entre as goticulas de ensaio e/ou multiplas goticulas de ensaio
podem ser proporcionadas entre as goticulas de lavagem, por exemplo,
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AAWAAWAAW, AAAWAAAWAAAW. AWWAWWAWW,
AWWWAWWWAWWW. AAWWAAWWAAWW,
AAAWWWAAAWWWAAAWWW, etc., sendo que A = goticula de ensaio e W =
goticula de lavagem. Deve-se notar que nao é necessario que as goticulas de
ensaio e lavagem tenham o mesmo tamanho. As goticulas de ensaio podem
ser maiores ou as goticulas de lavagem podem ser maiores. A goticula maior
pode ser submetida a operagdes de goticula, tal como uma lama (por exemplo,
uma lama ocupando 4 eletrodos) ou como uma unica goticula grande (por
exemplo, uma goticula 4X ocupando quantos eletrodos ela cobrir naturaimente
sem ser formada em uma lama). Cada configuragao pode resultar em um
resultado de limpeza diferente. Também nado é necessario que as goticulas de
ensaio e as goticulas de lavagem sigam o mesmo caminho. Por exemplo, seus
caminhos podem se cruzar na localizagao que precisa ser limpa.

[062] As Figuras 10A e 10B ilustram uma vista de cima

de um atuador de goticulas 1000 pelo qual outra operagao para reduzir o
sobrecarregamento pode ser realizada. O atuador de goticulas 1000 inclui uma
configuragao de eletrodos 1010, por exemplo, eletrodos de eletroumectagao,
para realizar operagdes de goticula em uma ou mais goticulas, tais como as
goticulas de ensaio 1014 e 1018 (Figura 10A) e a goticula de lavagem 1022
(Figura 10B). Além disso, um ima 1026 é disposto em estreita proximidade com
um certo eletrodo 1010. O ima 1026 pode ser disposto em proximidade
suficiente com o certo eletrodo 1010 de modo a permitir a imobilizagao das
esferas reativas a forga magnética dentro de uma ou mais goticulas, tais como
as esferas magnéticas 1030 dentro da goticula de ensaio 1014.

[063] Durante, por exemplo, uma operagao de divisao
de goticula, uma quantidade de goticulas "satélite" pode ser deixada para tras
no ponto em que ocorre a divisao. Por exemplo, e referindo-se a Figura 10A,
uma operagao de divisdo de goticulas pela qual a goticula de ensaio 1014 é
formada pela divisao da goticula de ensaio 1018 pode resultar em uma certa
quantidade de goticulas satélite 1034 sendo deixadas para tras em um certo
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eletrodo 1010. As goticulas satélite, tais como as goticulas satélite 1034,
podem ser a fonte de sobrecarregamento (contaminagéo cruzada) de uma
goticula para outra, o que nao é desejado. A Figura 10B ilustra que uma
goticula de lavagem, tal como a goticula de lavagem 1022, pode ser
transportada ao longo dos eletrodos 1010 apos as operagbes de ensaio, por
exemplo, das goticulas de ensaio 1018 e 1014 de modo a capturar as goticulas
satélite 1034 e transporta-las para longe antes de ocorrer a préxima operagao
de ensaio. Dessa forma, os eletrodos 1010 sado limpos entre as operagdes de
ensaio. O processo de limpeza da invengédo nao se limita a sequéncia que é
ilustrada nas Figuras 10A e 10B. Qualquer sequéncia é possivel, contanto que
a sequéncia inclua um numero adequado de goticulas de lavagem de modo a
limpar adequadamente os eletrodos.

8.4.2 Aperfeigopamento das Operagdoes de Detecgao
em um Atuador de Goticulas

[064] As Figuras 11A, 11B e 11C ilustram vistas
laterais do atuador de goticulas 1100 pelo qual as respectivas operagdes para

aperfeigoar a sensibilidade da detecgéo de goticulas podem ser realizadas. O
atuador de goticulas 1100 inclui uma placa superior 1110 e uma placa inferior
1114 que sao dispostas com uma lacuna 1118 entre elas. Uma configuragao
dos eletrodos 1222, por exemplo, eletrodos de eletroumectagao, pode ser
associada a placa inferior 1114 para realizar operagdes de goticula em uma
goticula 1126. Uma janela PMT 1130 pode ser associada a placa superior
1110, pela qual um PMT (n&o ilustrado) é usado para medir a luz (isto é,
detectar os fétons 1134) emitidos pela goticula 1126.

[065] A Figura 11A mostra um método para aperfeigoar
a sensibilidade da detecgao de goticula pelo espalhamento de uma goticula, tal
como a goticula 1126, de modo a aumentar a area de superficie que € exposta
a janela do PMT 1130 e, dessa forma, aumentar o numero de fétons 1134 que
podem ser detectados. Uma goticula pode ser espalhada linearmente ao longo
de um ou mais eletrodos 1122, dependendo do volume da goticula. No caso de
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uma goticula de pequeno volume, uma goticula de enchimento pode ser
adicionada para tornar a goticula maior, contanto que as perdas devido a
diluicao pela goticula de enchimento sejam compensadas pela maior area de
goticula exposta ao PMT. Por exemplo, a Figura 11B mostra a goticula 1126
que é espalhada continuamente ao longo de multiplos eletrodos 1122, o que
aumenta o numero de fétons 1134 que podem atingir a janela do PMT 1130 e
podem ser detectados pelo PMT.

[066] A Figura 11C mostra uma situagdo em que a
goticula 1126 é dividida em varias goticulas 1126, tais como as goticulas
1126a, 1126b, 1126c e 1126d que estdo em multiplos eletrodos 1122.
Novamente, a area de superficie que é exposta a janela do PMT 1130 é
aumentada, o que aumenta o numero de fétons 1134 que podem atingir a
janela do PMT 1130 e que podem ser detectados pelo PMT. Como alternativa e
referindo-se novamente as Figuras 11A, 11B, 11C, o espalhamento de uma
goticula, tal como a goticula 1126, nao se limita apenas ao espalhamento
linear. A goticula pode ser espalhada em duas dimensées, tal como através de
uma grade ou arranjo de eletrodos 1122, de modo a aumentar a area de
superficie que é exposta a janela do PMT 1130. Como alternativa, um ou mais
eletrodos de area grande podem ser proporcionados, ao longo dos quais uma
ou mais goticulas podem ser espalhadas.

[067] A Figura 12 ilustra uma vista de cima de um
atuador de goticulas 1200 para aperfeicoar a sensibilidade da detecgao de
goticula. O atuador de goticulas 1200 inclui uma configuragao dos eletrodos
1210, por exemplo, eletrodos de eletroumectagao, para realizar operagbes de
goticula nas multiplas goticulas 1214.

[068] Além disso, o atuador de goticulas 1200 pode
incluir uma regiao de detecgao de goticula 1218 que tem um PMT associado
(ndo ilustrado) para medir a luz que é emitida de uma certa goticula 1214,
quando presente. De modo a reduzir, de preferéncia substancialmente eliminar,

0 sobrecarregamento da luz de uma goticula distante 1214 para a regiao de
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detecgdo de goticula 1218, uma distancia minima d é mantida em todas as
diregdes entre o perimetro externo da regidao de detecgao de goticula 1218 e
quaisquer goticulas distantes 1214 dentro do atuador de goticula 1200, como
mostra a Figura 12. A distancia minima d é suficientemente grande para
reduzir, de preferéncia eliminar substancialmente, o sobrecarregamento da luz
de uma goticula distante 1214 para a regiao de detecgao de goticula 1218.
Como resultado, em um atuador de goticulas que inclui maltiplas goticulas
1214, um espagamento € mantido durante a detecgdao entre a goticula alvo
1214 que esta sendo medida e uma goticula distante 1214, de modo que o
sobrecarregamento de luz da goticula distante 1214 para a regiao de detecgao
de goticula 1218 seja reduzido, de preferéncia substancialmente eliminado.
Como um caso especifico, a distancia d € um multiplo inteiro m de um tamanho
de eletrodo unitario, e a detecgdo de goticula pode ser realizada em um
conjunto de eletrodos, os quais sdao conectados eletricamente como um
barramento faseado m. Como alternativa, a Figura 13 (descrita abaixo)
descreve uma situagdao em que a area fisica de um atuador de goticulas é
limitada, e, portanto, o espagamento suficiente entre as goticulas, como
descrito na Figura 12, pode nao ser alcangado.

[069] Em uma concretizagao alternativa, o cruzamento
das goticulas adjacentes é eliminado pelo uso de elementos 6pticos, tais como
uma ou mais lentes, que focalizam apenas a luz proveniente das goticulas
sendo interrogadas no sensor e elimina o sinal das outras goticulas.

[070] A Figura 13 ilustra uma vista lateral de um
atuador de goticulas 1300 para aperfeigoar a sensibilidade da detecgéao de
goticula. O atuador de goticulas 1300 inclui uma placa superior 1310 e uma
placa inferior 1314 que séo dispostas com uma lacuna 1318 entre elas. Uma
configuragao dos eletrodos 1322, por exemplo, eletrodos de eletroumectagao,
pode ser associada a placa inferior 1314 para realizar operagdes de goticula
nas goticulas, tal como uma goticula 1326 e uma goticula 1330. Uma janela
PMT 1334 pode ser associada a placa superior 1310, pela qual um PMT (ndo
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ilustrado) é usado para medir a luz (isto &, detectar os fétons 1338) emitidos,
por exemplo, pela goticula 1326. Uma vez que o espagamento entre, por
exemplo, a goticula 1326 na janela PMT 1334 e uma goticula distante 1330
nao é adequadamente suficiente para evitar o sobrecarregamento de luz da
goticula 1330 para a janela do PMT 1334, uma mascara 1342 ¢ disposta sobre
a placa superior 1310. A finalidade da mascara 1342 é impedir a luz de uma
goticula distante de passar para a janela do PMT 1334, que é a regiao de
detecgao de uma goticula alvo.

[071] A mascara 1342 pode ser formada sobre a placa
superior 1310 via uma camada de qualquer material absorvedor de luz,
contanto que o material utilizado seja compativel com o processo de
eletroumectacdao e nao interfira indevidamente nas operagdes do atuador de
goticulas. Em um exemplo, a mascara 1342 pode ser formada pela aplicagéao
de uma camada de tinta preta a placa superior 1310, de modo que uma ou
mais janelas, tal como a janela PMT 1334, sejam dispostas nas regioes de
deteccgao selecionadas do atuador de goticulas 1300. No exemplo ilustrado na
Figura 13, a mascara 1342 reduz, de preferéncia substancialmente elimina, a
transferéncia da luz da goticula distante 1330 para a goticula alvo 1326 na
janela do PMT 1334. Em outro exemplo, a mascara 1342 é formada por um
condutor opaco no lado da placa superior 1310 que esta voltado para a
goticula. O condutor pode ser, por exemplo, aluminio, cromo, cobre ou platina.
O condutor pode adicionalmente servir de um eletrodo de referéncia elétrica.

8.5 Atuadores de Goticulas com Conjuntos de imas

[072] As Figuras 14A e 14B ilustram vistas de cima de

um conjunto atuador de goticulas modular 1400, que é um exemplo nao-
limitante de um conjunto universal para orientar uma montagem de imas para
um atuador de goticulas. O conjunto atuador de goticulas modular 1400 pode
incluir, por exemplo, um suporte 1410, uma montagem de imas 1420 e um

atuador de goticulas 1430. A Figura 14A mostra o conjunto atuador de
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goticulas modular 1400, quando desmontado. A Figura 14B mostra o conjunto
atuador de goticulas modular 1400, quando montado.

[073] A montagem de imas 1420 pode incluir um
substrato 1424, sobre o0 qual € montado um ou mais imas 1428, como mostra a
Figura 14A. Os imas 1428 podem ser permanentemente afixados no substrato
1424 ou podem ser removiveis. Os imas removiveis 1428 facilitam a selegéao,
pelo usuario, de imas com as propriedades desejadas, tal como a poténcia de
ima desejada. Em uma concretizagéo, um instrumento atuador de goticulas é
provido de um conjunto atuador de goticulas 1400 incluindo um suporte 1410 e
uma montagem de imas 1420 sem imas. Em outra concretizagao, o usuario
também é provido de imas com propriedades especificadas, que podem ser
afixados pelo usuario na montagem de imas 1420. Em outra concretizagao, o
usuario também é provido de conjuntos de imas tendo varias caracteristicas
especificadas, de modo que o usuario possa selecionar um conjunto de um ou
mais imas tendo propriedades desejadas e afixar o conjunto selecionado na
montagem de imas 1420.

[074] Os imas podem ser marcados ou codificados (por
exemplo, codificados com cores) para faciltar a selecdo de imas com
propriedades apropriadas, e também marcados para mostrar a orientagao do
campo magnético do ima (por exemplo, por codificagdo com cores ou algum
outro tipo de marcagao nas faces Norte e Sul dos imas). De modo similar, a
montagem de imas 1420 pode ser marcada para mostrar a orientagao
desejada dos imas inseridos nela, e em algumas concretizagbes, os imas
podem ser formados de modo a permitir que eles sejam afixados na montagem
de imas 1420 apenas em uma orientagao apropriada.

[075] Além do mais, em outra concretizagao, o usuario
pode ser provido de montagens de imas 1420 com imas ja afixados nela,
sendo que cada uma das montagens de imas 1420 possui diferentes
configuragdes de imas, por exemplo, conjuntos de imas com propriedades

diferentes. O usuario pode selecionar a configuragdo de imas que inclui imas
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com propriedades apropriadas ao uso a que se destina o instrumento. A
montagem de imas 1420 pode ser marcada ou de algum outro modo codificada
com cores para facilitar a selecdo do usuario. As propriedades dos imas
podem, por exemplo, ser escolhidas com base nas propriedades das esferas
selecionadas pelo usuario.

[076] O atuador de goticulas 1430 pode incluir um
substrato 1434 sobre o qual esta uma disposicao de eletrodos 1438, por
exemplo, eletrodos de eletroumectagdao, como mostra a Figura 14A. Um
segundo substrato (superior) também pode ser incluido (ndo ilustrado).

[077] A montagem de imas 1420 é projetada de modo
que os imas 1428 se alinhem substancialmente com certos eletrodos 1438 de
interesse no atuador de goticulas 1430. Por exemplo, em algumas
concretizagbes, configuragdes paralelas dos imas podem estar presentes para
realizar etapas de ensaio paralelas no atuador de goticulas 1430. os imas
podem ser configurados e orientados, por exemplo, de acordo com as varias
configuragdes e orientagdes descritas aqui.

[078] O suporte 1410 pode servir de plataforma
universal para montar uma montagem de imas, tal como a montagem de imas
1420, e um atuador de goticulas, tal como o atuador de goticulas 1430. Em
uma concretizagdao, o suporte 1410 é configurado para receber uma grande
variedade de montagens de imas 1420 e uma grande variedade de atuadores
de goticulas 1430. A montagem de imas 1420 pode incluir um ou mais imas
dispostos em qualquer um dentre uma variedade de padrées e empregando
qualquer uma dentre uma variedade de propriedades de imas. A Figura 14
ilustra uma fileira de imas, mas os imas também podem ser dispostos em uma
grade ou qualquer configuragdo que coloque os imas em sua posi¢ao
apropriada em relagao ao atuador de goticulas 1430 de modo a facilitar as
operagoes desejadas no atuador de goticulas.

[079] Em um exemplo, a montagem de imas 1420 e o
atuador de goticulas 1430 podem ser instalados no suporte 1410 via os
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respectivos encaixes 1418 e 1414. Os encaixes podem, por exemplo, envolver
fendas dentro das quais o suporte 1410 pode ser encaixado, aberturas no
suporte 1410 para receber hastes nas montagens de imas 1420 ou vice versa,
aberturas no suporte 1410 para receber parafusos nas montagens de imas
1420, hastes roscadas para receber parafusos, varios mecanismos sob agao
de mola, bandejas rebaixadas, encaixes complementares, entre outros.
Qualquer mecanismo que facilite a fixagédo suficientemente segura para permitir
que o dispositivo funcione para o fim a que se destina sera suficiente.

[080] Além disso, o suporte 1410 pode incluir varios
encaixas para varias posigées possiveis da montagem de iméas 1420 e/ou do
atuador de goticulas 143 e/ou da montagem de varias montagens de iméas
1420 e/ou varios atuadores de goticulas 1430 em um unico suporte 1410. Além
disso, o suporte 1410 pode ser configurado para permitir que as montagens de
imas 1420 sejam montadas acima, abaixo e/ou ao lado do atuador de goticulas
1430, isto é, em qualquer relagdao com o atuador de goticulas. Com o atuador
de goticulas 1430 instalado no suporte modular 1410, qualquer montagem de
imas de interesse, tal como a montagem de imas 1420, pode ser inserida no
conjunto atuador de goticulas modular 1400 via, por exemplo, a fenda.

[081] A Figura 15 ilustra uma vista lateral de um
conjunto atuador de goticulas modular 1500, que é outro exemplo nao-restritivo
de um conjunto universal para orientar uma montagem de imas em um atuador
de goticulas, similar ao conjunto 1400 ilustrado na Figura 14, com a excegao de
que o suporte 1410 é substituido por um suporte 1510. O suporte 1510 inclui
bandejas rebaixadas nas quais a montagem de imas 1420 e o atuador de
goticulas 1430 podem ser encaixados de modo a proporcionar um método de
carregamento do tipo "encaixe".

[082] Referindo-se as Figuras 14A, 14B e 15, um
aspecto da invengao é que as fendas ou outros meios de conexao servem para
orientar o substrato dos imas e o atuador de goticulas de modo a alinhar os

imas na montagem de imas com os eletrodos apropriados ou caminhos de
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eletrodos no atuador de goticulas. Dessa maneira, os imas podem ser
removidos quando nao forem necessarios para um ensaio. Além disso,
diferentes suportes de imas com diferentes distribuicbes de imas podem ser
utilizados para diferentes tipos de ensaios ou diferentes estruturas do atuador
de goticulas.

8.6 imas

[083] Além dos outros aspectos ja descritos, deve-se
notar que os imas selecionados para uso com a invengao podem ser
permanentes ou eletroimas. Pode haver uma relagao entre o conteudo reativo
a forca magnética das esferas na goticula e a resisténcia magnética/forga de
atracdo. Portanto, a resisténcia magnética / forga de atragéo do ima pode ser
selecionada em relagao a reatividade das esferas magnéticas, de modo que ela
seja:

suficientemente forte em relagao a reatividade magnética
das esferas para substancialmente imobilizar as esferas reativas a forga
magnética;

nao tao forte em relagdo a reatividade magnética das
esferas a ponto de magnetizar significativamente as esferas, causando, assim,
a formacao irreversivel de aglomerados de esferas;

nao tao forte em relagdo a reatividade magnética das
esferas a tal ponto que a ressuspenséo ocorre fracamente quando o campo
magnético é removido; e/ou

nao tao forte em relagdo a reatividade magnética das
esferas que as esferas sao retiradas da goticula juntas.

[084] Em algumas concretizagdes, o ima pode ter alta
resisténcia magnética (em Tesla) com menos forga de atragao (em libras). Em
um exemplo, o ima € um ima permanente de neodimio que tem uma forga de
campo de superficie de cerca de 1 Tesla (T). Em outro exemplo, 0 ima é um
eletroima que tem uma forga de campo de superficie de cerca de 1 T, que pode

ser ativada e desativada eletronicamente. Quando um ima& permanente é

Petigdo 870190041365, de 02/05/2019, pag. 38/48



31/38

utilizado, o ima pode ser movido para longe da goticula contendo esferas
reativas a forca magnética para usos nos quais se deseja remover a influéncia
do campo magnético. Embora nao se limitam as seguintes faixas, entende-se
que as faixas de resisténcia magnética que geralmente abrangem a resisténcia
util da presente invengao podem incluir: uma faixa ampla de 0,01 Ta 100 T
(pulsada) ou 45 T (continua); uma faixa intermediaria de 0,01 T a 10 T; e uma
faixa estreita de 0,1 Ta 1 T (de preferéncia 0,5 T).

8.7 Composigao da Goticula

[085] As goticulas incluindo esferas magnéticas e
sujeitas a operagdes de divisao de goticula podem incluir qualquer uma dentre
uma grande variedade de amostras, reagentes e tampdes uteis para realizar
ensaios usando as esferas. Por exemplo, durante a lavagem, a goticula pode
incluir um tampéo, tal como um tampao fosfato salino (PBS) com um
surfactante que é adequado para uso em imunoensaios baseados em campo
magnético. Os surfactantes preferidos sdo aqueles que facilitam a imobilizagéao
e/ou ressuspensao de esferas apdés a imobilizagao por forgas magnéticas. O
surfactante e a quantidade de surfactante podem ser ajustados para
proporcionar um aperfeicoamento substancial na ressuspensdo quando
comparado a uma solugao controle sem o surfactante. Em uma concretizagao,
a goticula inclui tampao PBS com cerca de 0,01% Tween® 20.

[086] Um polimero hidréfilo e/ou surfactante pode ser
incluido na goticula para facilitar a retengéo e ressuspensao de esferas reativas
a forgca magnética durante a operagéo de divisdo. A goticula pode incluir uma
grande variedade de liquidos imisciveis com o fluido de enchimento. Exemplos
de tampdes incluem, sem a isto se limitar, tampao fosfato salino (PBS) e
tampéao Tris salino. Em uma concretizagédo, o fluido da goticula inclui um
tampéo, tal como o tampao PBS, e qualquer surfactante que seja adequado
para uso em imunoensaios baseados em campos magnéticos.

[087] Os polimeros hidréfilos preferidos sdo aqueles

que facilitam a ressuspensdo das esferas apés a imobilizagao por forgas
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magnéticas. O surfactante e a quantidade de surfactante podem ser ajustados
para proporcionar um aperfeicoamento substancial na ressuspensdao quando
comparado a uma solugdo controle sem o surfactante. Exemplos de
surfactantes adequados para uso nos imunoensaios baseados em campos
magnéticos incluem, mas sem a isto se limitar, polisorbato 20, comercializado
como Tween® 20, e Triton X-100. O Tween® 20 pode ser fornecido, por
exemplo, pela Pierce Biotechnology, Inc. (Woburn, MA). O Triton® X-100 pode
ser fornecido, por exemplo, pela Rohm & Haas Co (Filadélfia, PA). Em um
exemplo, o fluido de goticula dentro do atuador de goticulas € uma mistura de
PBS com Tween® 20 na faixa de cerca de 0,001% a cerca de 0,1%. Em outro
exemplo, o fluido de goticula dentro do atuador de goticulas € uma mistura de
PBS com cerca de 0,01% de Tween® 20.

[088] Outros exemplos incluem surfactantes plurdnicos,
polietiieno glicol (PEG), metoxipolietieno glicol (MPEG), poli-sorbato
(monooleatos de polioxietileno sorbitano ou Tween®), polioxietileno octil fenil
éter (Triton X-100®), polivinil pirrolidona, acido poliacrilico (e acido poliacrilico
reticulado, tal como um carbédmero), poliglicosideos (surfactantes glicosidicos
nao-idnicos, tal como octil glicopiranosideo) e polissacarideos soluveis (e seus
derivados), tal como heparina, dextranos, metil celulose, propil metil celulose (e
outros ésteres e éteres de celulose), dextrinas, maltodextrinas,
galactomananas, arabinogalactanos, beta glucanos, alginatos, agar, carragena
e gomas vegetais, tal como goma xantana, psyllium, goma guar, goma
tragacanto, goma caraia, goma ghatti e goma acacia. O aditivo especifico pode
ser selecionado visando a compatibilidade maxima com uma amostra
microfluidica especifica.

8.8 Atuador de Goticulas

[089] Para exemplos de arquiteturas de atuador de
goticulas adequadas para uso com a presente invengao, consulte a Patente
U.S. 6,911,132, intitulada, "Apparatus for Manipulating Droplets by
Electrowetting-Based Techniques," depositada em 28 de junho de 2005 em
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nome de Pamula e col.; Pedido de Patente U.S. N2 11/343,284, intitulado,
"Apparatuses and Methods for Manipulating Droplets on a Printed Circuit
Board," depositado em 30 de janeiro de 2006; Patente U.S. 6,773,566,
intitulada, "Electrostatic Actuators for Microfluidics and Methods for Using
Same," expedida em 10 de agosto de 2004 e 6,565,727, intitulada, "Actuators
for Microfluidics Without Moving Parts," expedida em 24 de janeiro de 2000,
ambas de Shenderov e col.; e o Pedido de Patente Internacional N°® PCT/US
06/47486 de Pollack e col., intitulado, "Droplet-Based Biochemistry," depositado
em 11 de dezembro de 2006, cujas revelagdes sao incorporadas ao presente
para fins de referéncia. Técnicas de atuador de goticulas para imobilizar
esferas magnéticas e/ou esferas nao-magnéticas sao descritas nos pedidos de
patente internacionais anteriores e em in Sista, e col., Pedido de Patente U.S.
N2 60/900,653, depositado em 9 de fevereiro de 2007, intitulado "Immobilization
of magnetically-responsive beads during droplet operations"; Sista e col.,
Pedido de Patente U.S. N° 60/969,736, depositado em 4 de setembro de 2007,
intitulado "Droplet Actuator Assay Improvements"; e Allen e col.,, Pedido de
Patente U.S. N2 60/957,717, depositado em 24 de agosto de 2007, intitulado
"Bead washing using physical barriers," cujas revelagbes na integra sao
incorporadas ao presente para fins de referéncia. Combinagdes dessas varias
técnicas estao dentro do ambito da presente invengao.

8.9 Fluidos

[090] Para exemplo de fluidos que podem ser
submetidos as operagbes de goticula da invengao, consulte as patentes
listadas na segdo 8.8, em especial o Pedido de Patente Internacional N°
PCT/US 06/47486, intitulado "Droplet-Based Biochemistry", depositado em 11
de dezembro de 2006. Em algumas concretizagbes, a goticula € um fluido de
amostra, tal como uma amostra biolégica, tal como sangue inteiro, fluido
linfatico, soro, plasma,, suor, saliva, escarro, fluido cerebroespinhal, fluido
amniético, fluido seminal, excregéo vaginal, fluido seroso, fluido sinovial, fluido

pericardial, fluido peritonial, fluido pleural, transudatos, exudatos, fluido cistico,
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bile, urina, fluido gastrico, fluido intestinal, amostras fecais, tecidos fluidizados,
organismos fluidizados, esfregagos biologicos e lavagens biologicas. Em
algumas concretizagbes, o fluido que é carregado inclui um reagente, tal como
agua, agua deionizada, solugbes salinas, solugdes acidas, solugdes basicas,
solugbes detergentes e/ou tampdes. Em algumas concretizagbes, o fluido que
é carregado inclui um reagente, tal como um reagente para um protocolo
bioquimico, tal como um protocolo de amplificagdo de acido nucléico, um
protocolo de ensaio baseado em afinidade, um protocolo de sequencialmente e
/ ou um protocolo para analises de fluidos biolégicos.

8.10 Fluidos de Enchimento

[091] Como se observa, a lacuna é geralmente
preenchida com um fluido de enchimento. O fluido de enchimento pode, por
exemplo, ser um 6leo de baixa viscosidade, tal como éleo de silicone. Outros
exemplos de fluidos de enchimento séo apresentados no Pedido de Patente
Internacional N® PCT/US 06/47486, intitulado "Droplet-Based Biochemistry",
depositado em 11 de dezembro de 2006.

8.11 Lavagem de Esferas Reativas a Forga Magnética

[092] Para protocolos que fazem uso de esferas, as
goticulas com esferas podem ser combinadas usando operagdes de goticula
com uma ou mais goticulas de lavagem. Em seguida, enquanto retendo as
esferas (por exemplo, fisica ou magneticamente) usando as configuragées de
ima da invengao, a goticula unida pode ser dividida usando operagbes de
goticulas, em duas ou mais goticulas: uma ou mais goticulas com esferas e
uma ou mais goticulas sem uma quantidade substancial de esferas. Em uma
concretizagao, a goticula unida é dividida usando operagbes de goticula em
uma goticula com esferas e uma goticula sem uma quantidade substancial de
esferas.

[093] Geralmente, cada execug¢dao de um protocolo de
lavagem resulta na retencdo de esferas suficientes para realizar o ensaio

desejado sem efeitos prejudiciais indevidos nos resultados do ensaio. Em
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certas concretizagdes, cada divisao da goticula unida resulta na retengao de
mais de 90, 95, 97, 98, 99, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, 99,5, 99,6, 99,7, 99,8, 99,
99,9, 99,99, 99,999, 99,9999, 99,99999 ou 99,999999 por cento das esferas.
Em outras concretizagdes, cada execugao de um protocolo de lavagem para
obter uma redugdo predeterminada na concentragdo e/ou quantidade da
substancia removida resulta na retengao de mais de 99, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4,
99,5, 99,6, 99,7, 99,8, 99, 99,9. 99,99, 99,999, 99,9999, 99,99999 ou
99,999999 por cento das esferas. Em ainda outras concretizagdes, a
quantidade de esferas retidas é calculada e os resultados sdo ajustados de
maneira correspondente.

[094] Em algumas concretizagbes, as esferas podem
ser lavadas em reservatorios nos quais a goticula contendo esferas e as
goticulas de lavagem sédo combinadas, as esferas sao retidas (por exemplo,
por um ima, por estruturas fisicas, forgas eletrostaticas) e as goticulas sem
esferas sao dispensadas do reservatério usando operagdes de goticula. Por
exemplo, as esferas podem ser lavadas pela estratégia diluir-e-dispensar, por
meio do que um tampao de lavagem é adicionado ao reservatorio para diluir o
conteudo, as esferas reativas a forgca magnética séo localizadas dentro do
reservatéorio com um ima e grande parte da solugao é dispensada do
reservatorio, repetindo esse ciclo até serem atingidos niveis aceitaveis de
lavagem.

[095] Como exemplo, a lavagem das esferas reativas a
forgca magnética pode geralmente incluir as seguintes etapas:

(1) proporcionar uma goticula compreendendo esferas
reativas a forga magnética e substancias livres em proximidade com um im3;

(2) usar operagdes de goticulas para combinar uma
goticula de lavagem com a goticula compreendendo as esferas reativas a forga
magnética;

(3) imobilizar as esferas pela aplicagdo de um campo

magnético;
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(4) usar operagdes de goticula para remover toda ou parte
da goticula circundando as esferas para produzir uma goticula compreendendo
as esferas com uma concentragdo reduzida de componentes livres e uma
goticula compreendendo componentes livres;

(5) liberar as esferas mediante a remogao do campo
magnético; e

(6) repetir as etapas (2) a (3) ou (2) a (4) até um grau
predeterminado de purificagdo ser alcangado.

[096] Dessa forma, as substancias livres, como
contaminantes, subprodutos ou reagentes em excesso, podem ser separados
das esferas. Cada ciclo produz uma goticula incluindo as esferas, mas com um
nivel reduzido das substancias indesejadas. A etapa (5) ndo é necessaria em
cada ciclo de lavagem; no entanto, ela pode ser util para aprimorar a lavagem
mediante a liberagcdo de contaminantes que podem estar aprisionados nas
esferas imobilizadas. As etapas podem ser realizadas em uma ordem diferente,
por exemplo, as etapas (2) e (3) podem ser invertidas. As etapas no protocolo
de lavagem podem ser realizadas em um atuador de goticulas usando
operagdes de goticulas conforme descritas na presente invengao.

[097] Nas concretizagdes em que se utilizam esferas
reativas a forga magnética, os inventores descobriram que a aplicagdo de um
campo magnético, embora seja util para imobilizar temporariamente as esferas,
mover as esferas e/ou posicionar as esferas, algumas vezes resulta na
agregacgao indesejada das esferas. Como ja observado, em uma concretizagao,
um polimero hidréfilo e/ou um surfactante é incluido para prevenir ou reduzir a
agregacao de esferas. Os polimeros hidréfilos e surfactantes devem ser
selecionados e usados em quantidades que reduzem ou eliminam a agregagao
de esferas e minimizam a adsorgao nao-especifica e que a0 mesmo tempo nao
resultam em perda significativa dos analitos alvo ou reagentes da goticula. Em
uma concretizagdo, o polimero hidréfilo e/ou o surfactante reduzem a

aglomeracgédo de esferas em uma goticula em um fluido de enchimento néo-
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gasoso e especificamente nao serve para reduzir a adsorgdo molecular dos
componentes da goticula para uma superficie do atuador de goticulas.

[098] Outra abordagem para eliminar ou reduzir a
agregacao das esferas envolve o uso de quantidades menores de esferas
maiores. Qualquer numero de esferas que possa estar contido em uma goticula
durante uma ou mais operagdes de goticula pode ser utilizado. Em algumas
concretizagbes, o numero de esferas reativas a forga magnética pode variar de
um a varias centenas de milhares. Por exemplo, em uma concretizagao, a
invencao faz uso de uma a 100 esferas reativas a forga magnética por goticula.
Por exemplo, a invengao pode fazer uso de 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10 ... 100
esferas reativas a forga magnética por goticula. Em uma concretizagdo, o
numero de esferas reativas a forga magnética varia de um a 10. O uso de
numeros menores de esferas reativas a forca magnética permite o uso de
esferas maiores. Por exemplo, em uma concretizagdo, a invengao faz uso de
uma a 100 esferas reativas a forga magnética por goticula, sendo que as
esferas possuem um didmetro médio de cerca de 25 a cerca de 100 micra. Em
outra concretizagao, a invengao faz uso de uma a 10 esferas reativas a forga
magnética por goticula, sendo que as esferas possuem um diametro médio de
cerca de 50 a cerca de 100 micra.

9 Comentarios Conclusivos

[099] A descrigao detalhada anterior das concretizagdes
se refere aos desenhos em anexo, os quais ilustram concretizagbes especificas
da invengéao. Outras concretizagdes com estruturas e operagdes diferentes nao
divergem do ambito da presente invengao.

[100] O presente relatério descritivo esta dividido em
segbes apenas visando a conveniéncia do leitor. Os titulos ndo devem ser
interpretados como limitagdes ao ambito da invencgao.

[101] Deve-se entender que varios detalhes da
presente invengdo podem sofrer modificagbes sem divergir do ambito da

presente invengao. Além do mais, a descricdo anterior serve apenas para fins
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de ilustragdo, e nao de limitagdo, uma vez que a presente invengao é definida
pelas reivindicagoes apresentadas adiante.
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REIVINDICACOES
1. Método para proporcionar uma goticula (218) em

contato com uma esfera reativa a forga magnética (220) e tendo uma
quantidade reduzida de uma substancia, compreendendo:

(@) proporcionar um atuador de goticulas (330),
compreendendo:

(i) um substrato (210) compreendendo eletrodos (214)
configurados para realizar operagdes de goticula em uma superficie; e

(i) uma goticula inicial (218/222), compreendendo:

(1) uma ou mais esferas reativas a forga magnética (220);

(2) uma quantidade inicial da substancia; e

(3) um volume inicial;

(b) imobilizar magneticamente a uma ou mais esferas
reativas a forca magnética (220) em uma localizagédo que se encontra a uma
distancia de uma zona de divisao (224) da goticula alvo; e

(c) realizar uma ou mais operagdes de goticula
compreendendo operagdes de divisdo de goticula selecionadas para dividir a
goticula inicial para produzir um conjunto de goticulas, compreendendo:

(i) uma goticula (218) compreendendo mais de 90% da
uma ou mais esferas reativas a forga magnética (220) e contendo uma
quantidade reduzida da substéancia em relagao a concentragao inicial; e

(i) uma goticula compreendendo 10% ou menos das
esferas reativas a forga magnética (220);

caracterizado pelo fato de que:

na etapa (b), imobilizar magneticamente a uma ou mais
esferas reativas a forga magnética (220) por meio de dois imas (310a, 310b,
410a, 410b) dispostos acima e abaixo da goticula inicial (218/222) com pélos
opostos voltados um para o outro.

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que a goticula inicial (218/222) compreende uma
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concentragao inicial da substancia, e a uma ou mais operagées de goticula
produzem uma goticula compreendendo uma concentragao reduzida e
quantidade reduzida da substancia em relagdo a concentragao inicial e a
quantidade inicial.

3. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado por adicionalmente compreender realizar uma ou mais operagdes
de goticula para unir uma goticula de lavagem com a goticula proporcionada na
etapa 1 (a) para produzir uma goticula combinada.

4. Meétodo, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado por adicionalmente compreender liberar ou ressuspender uma ou
mais das esferas apés a etapa 1 (c).

5. Método, de acordo com a reivindicagdao 4,
caracterizado por adicionalmente compreender proporcionar um surfactante na
goticula capaz de melhorar a ressuspensdao em relagdo a uma goticula
correspondente sem o surfactante.

6. Meétodo, de acordo com a reivindicagao 4,
caracterizado por adicionalmente compreender agitar uma ou mais das esferas
(220) apés a etapa 1(c) usando um sonicador.

7. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que:

(@) a etapa 1 (b) compreende localizar uma goticula
compreendendo as esferas (220) em proximidade com os ditos iméas (310a,
310b, 410a, 410b) para efetuar um campo magnético em proximidade com um
ou mais dos eletrodos (214); e

(b) a forca e localizagdo do campo magnético sao
selecionadas de forma a imobilizar as esferas reativas a forga magnética (220)
na goticula a uma distancia da zona de divisao (224) alvo que é suficiente para
reter mais de 90% das esferas magnéticas (220) em uma goticula (218).

8. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que:
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(@) a etapa 1 (b) compreende localizar uma goticula
compreendendo as esferas (220) em proximidade com os ditos iméas (310a,
310b, 410a, 410b) para efetuar um campo magnético em proximidade com um
ou mais dos eletrodos (214); e

(b) a localizagdao dos imas (310a, 310b, 410a, 410b) é
selecionada de forma a localizar centralmente as esferas magnéticas (220) ao
longo de uma dimenséao lateral da goticula.

9. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que:

(@) a etapa 1 (b) compreende localizar uma goticula
compreendendo as esferas em proximidade com os ditos imas (310a, 310D,
410a, 410b) em proximidade com um ou mais dos eletrodos (214); e

(b) a localizagdao dos imas (310a, 310b, 410a, 410b) é
selecionada de forma a localizar centralmente as esferas magnéticas ao longo
de uma dimensao vertical da goticula.

10. Meétodo, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que a etapa 1(b) compreende imobilizar
magneticamente a uma ou mais esferas reativas a forga magnética usando um
meio que compreende:

(a) os ditos imas (310a, 310b, 410a, 410b); e

(b) um meio para mover os imas (310a, 310b, 410a, 410b)
para uma posi¢do com e sem proximidade com um ou mais dos eletrodos
(214).

11. Meétodo, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que a goticula de 1(c)(i) compreende mais de 99%
das goticulas presentes na goticula combinada.

12. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que a goticula de 1(c)(i) compreende mais de 99,9%
das goticulas presentes na goticula combinada.

13. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
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caracterizado pelo fato de que a etapa 1 (c) € mediada por eletrodos.

14. Meétodo, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que a etapa 1 (c) € mediada por eletroumectagéo.

15. Meétodo, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que a etapa 1 (c) € mediada por dieletroforese.

16. Meétodo, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que a etapa 1 (c) € mediada por campo magnético.

17. Meétodo, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que imas adicionais (410c, 410d) sao fornecidos de
tal forma que multiplos pares de imas estao dispostos em posi¢des envolvendo

a goticula inicial (218/222) com pélos opostos voltados um para o outro.
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