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DESCRIPCION

Método para fusionar o poner en contacto gotitas de reactor y de reactivo en un dispositivo microfluidico o
milifluidico

Los reactores de flujo basados en gotitas han demostrado ser de particular valor para la sintesis controlada de
materiales funcionales cuyas propiedades estan fuertemente influidas por las condiciones de reaccion. Por
ejemplo, se han demostrado mejoras significativas en el control del producto (con respecto a la sintesis tanto por
lotes como por flujo continuo) para un amplio intervalo de materiales optoelectrénicos, incluyendo nanocristales
metalicos, puntos cuanticos y polimeros conjugados. Hasta la fecha, sin embargo, la sintesis de gotitas se ha
limitado en gran medida a procedimientos simples de una sola etapa, en los que todos los reactivos se cargan en
las gotitas desde el principio, lo que restringe en gran medida el intervalo de productos quimicos que se pueden
emplear. Para explotar adecuadamente los beneficios del flujo de gotitas, y ampliar la paleta de productos
quimicos/materiales accesibles, existe una necesidad obvia de desarrollar reactores de gotitas de multiples etapas
en los que los reactivos se puedan afadir secuencialmente a las gotitas que fluyen a medida que avanza la
reaccion.

En un procedimiento de flujo de gotitas, la fase continua es un liquido que humedece preferentemente las paredes
del canal, y la fase de reactivo se divide en un tren de gotitas discretas, casi idénticas de bajo volumen que viajan
a través del canal a una velocidad comun. La composicion de las gotitas puede variar de una gotita a otra, cuando
se desean gotitas con diferentes principios activos o cuando las gotitas contienen un ingrediente progresivo (tal
como en crecimiento) tal como microorganismos, tipicamente esporas de hongos. Debido a sus pequefios
volumenes (tipicamente submicrolitros), las gotitas son extremadamente uniformes con respecto a la composicion
quimica y la temperatura, y por lo tanto proporcionan un ambiente altamente controlado para llevar a cabo
reacciones quimicas. Ademas, dado que las gotitas se mantienen alejadas de las paredes del canal por la fase
continua, la posibilidad de ensuciamiento del reactor debido a la precipitacion de reactivos o productos en la pared
del canal se elimina virtualmente, asegurando un entorno de reaccién estable e inmutable.

La fusion de gotitas es una operacion muy importante para la micro/milifluidica digital, ya que permite la
combinacion de reactivos para el inicio de reacciones bioldgicas y/o quimicas. En un canal fluidico, la coalescencia
de gotitas requiere la eliminacién de la fase continua que las separa. Cuando dos gotitas entran en contacto
cercano, se forma un delgado puente liquido entre las gotitas. El menisco de alta curvatura formado alrededor del
puente crea un desequilibrio de la tension superficial que une las dos gotitas. Para la coalescencia, es necesario
un contacto cercano entre las gotitas durante un tiempo minimo critico. Para lograr la fusién de gotitas, se requiere
sincronizacion espacial y temporal. Las tecnologias de fusion de gotitas existentes exhiben disefios de canales
complejos desventajosos y/o contaminacion entre gotitas. La presente invencién permite la inyeccion
autosincronizada de gotitas de reactivo y su fusion, ventajosamente su fusidon pasiva, con gotitas de reactor en
sistemas fluidicos trifasicos sin contaminacion entre gotitas, asi como sin contaminacion del depdsito de reactivo,
en disefos de canales simples.

Tecnologias existentes
Fusion pasiva de gotitas

La fusion pasiva de gotitas mediada por la geometria se basa en el drenaje de la fase continua en los volimenes
de expansion (figura 1). Este método se caracteriza por una ventajosa baja contaminacion entre gotitas, pero
requiere canales de complejidad de disefio adicional y exhibe rendimientos mas bajos que los métodos de fusion
activa.

La fusion pasiva de gotitas inducida por la humectabilidad de la superficie (figura 2) se basa en el uso de parches
hidrofilos para inducir la fusion entre pares de gotitas acuosas. A pesar de no requerir sincronizacion de gotitas, la
principal desventaja de este método es la alta contaminacion entre gotitas durante el paso a través del parche
humectante.

En otro método pasivo, los reactivos se afiaden para hacer pasar las gotitas (figura 3). Aunque la contaminacion
entre gotitas se ha reducido (pero no se ha detenido) mediante el uso de canales estrechos hidrofilos, este enfoque
tiene un bajo control de la cantidad especifica de reactivo afiadida a una gotita que pasa, ya que la inyeccion
exitosa de reactivo al sustrato requiere un equilibrio cuidadoso de los caudales volumétricos de las fases continuas
y dispersas.

Fusion activa de gotitas

Los métodos de fusion activa de gotitas son mas complejos que muchos esquemas de fusion pasiva de gotitas, ya
que muchos requieren la fabricacion de electrodos y la sincronizacion precisa de las sefiales eléctricas para
fusionar las gotitas. Estos métodos usan electricidad para generar las inestabilidades de tension superficial
requeridas para la coalescencia de las gotitas. Uno de los disefios mas avanzados es el picoinyector que se
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muestra en la figura 4. Cuando una gotita pasa por el picoinyector, los electrodos se activan, produciendo una
inestabilidad de pelicula delgada en la interfaz agua/aceite que permite que el reactivo entre en la gota. Se
reivindicdé un alto rendimiento (varios kilohercios) y una precisiéon de inyeccion de subpicolitro. El principal
inconveniente de este método es la posible contaminacién del depdsito de la disolucion de inyeccion durante la
fusion in situ con una gotita que pasa. Del uso de la electricidad surgen preocupaciones sobre la biocompatibilidad
de las sefiales eléctricas en moléculas bioldgicas, tales como ADN o proteinas.

Sistema microfluidico trifasico
El documento WO2008/79274 describe un sistema microfluidico trifasico que comprende una fase continua, gotitas
de reactor, y un espaciador. El espaciador esta formado por liquidos inmiscibles o particulas hidréfobas para evitar
la coalescencia de las gotitas de reactor. Esta solicitud asimismo describe la adicién de gotitas de reactivo por
inyeccion usando un dispositivo microfluidico de unién en T, pero no describe especificamente coémo ocurre la
inyeccion. En particular, no ensefia ni sugiere romper la gotita de reactivo antes de la coalescencia. El método
utilizado en la presente memoria no evitara la contaminacioén, en particular la contaminacién del depésito, sino
asimismo la contaminacion entre las gotitas que fluyen, en particular cuando el tren no es regular. EI método
utilizado en la presente memoria no se sincroniza automaticamente y no permitira controlar ni ajustar el volumen
de la gotita de reactivo caso por caso. Ademas, el método utilizado en la presente memoria no permitira seleccionar
la gotita de reactor “diana”.
Descripcion de las figuras:

Figura 1: Fusion pasiva de gotitas mediada por geometria (técnica anterior)

Figura 2: Fusion pasiva de gotitas inducida por humectabilidad superficial (técnica anterior)

Figura 3: Reactivos afiadidos a las gotitas que pasan (técnica anterior)

Figura 4: Picoinyector en un sistema de fusion activa de gotitas mediante el uso de electrodos (técnica anterior)

Figura 5: Sistema micro/milifluidico trifasico de la invencion

Figura 6: Imagenes de las etapas principales de un esquema de fusidon autosincronizado preferido de la

invencion: 6a: Generacion de gotitas de reactivo; 6b: Desprendimiento de gotitas de reactivo de la boquilla; 6c:

Contacto con gotitas y drenaje de fase continua; 6d: Fusién de gotitas

Figura 7: Representacion esquematica del tapon de espaciador en la invencion, en la que la zona de inyeccion
es IZ, D es el diametro del canal, L la longitud del tap6on de espaciador.

Figura 8: Elementos principales del mddulo de fusidon auto-sincronizado. 1. Tubo de teflon. 2. Depdsito de
reactivos. 3. Orificio perforado. 4. Gotita de reactivo inyectado. 5. Gotita de reactor. 6. Fase continua de aceite
fluorado. 7. Espaciador de aire comprimido. 8. Montaje de colector acrilico. 9. Tuerca de montaje. 10.
Electrovalvula.

Figura 9a: Sefial de fluorescencia del tren milifluidico fungico afiadido

Figura 9b: Sefial de fluorescencia del tren milifluidico fungico afiadido (aumento)

Figura 10: Actividad enzimatica de una biblioteca mutante de A. niger

Figura 11: Circuito equivalente del dispositivo

Figura 12: Grafico para la prediccion del modelo de desprendimiento frente a las medidas del radio de gotita
minimo

Figura 13: Inyeccion de volumen variable --- sefial de fluorescencia
Figura 14: Inyeccion de volumen variable --- aumento del tamafio de gotita inyectada
Figura 15: Inyeccion de volumen variable --- relacion V+/Vr calculada

Figura 16. Mejora de la retraccion del menisco mediante la introduccion del condensador. Sin burbuja de aire
(izquierda). Con burbuja de aire (derecha). 16a: agua, 16b: aceite fluorado, 16¢c: menisco, 16d: burbuja de aire

La presente invencion describe por primera vez un método para fusionar o poner en contacto gotitas de reactor y
reactivo en un sistema trifasico microfluidico o milifluidico, en el que la gotita de reactivo, inyectada en el tren con
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la ayuda de una entrada lateral llamada inyector, se desprende del depésito de reactivo antes de la coalescencia
con la gotita de reactor. Mas especificamente, la gotita de reactivo se desprende antes de estar en contacto con la
gotita de reactor. El método de la invencion implica dos etapas sucesivas pero no concomitantes: producir en
primer lugar en el tren una gotita de un reactivo que se desprende antes de la segunda etapa de fusion. Por el
método de la invencién, se forma una gotita de reactivo in situ, cuya formaciéon se puede sincronizar y, si es
necesario, puede ser selectiva. La gotita de reactivo se forma in situ, la gotita resultante se cuelga en el punto de
inyeccion (entrada lateral) y se separa del depdsito de reactivo antes de que la gotita de reactor alcance el punto
de inyeccion.

Mediante el método de la invencion, las gotitas se fusionan sin contaminacién, es decir, sin contaminacién del
depdsito y sin contaminacion cruzada entre las gotitas, incluso en presencia de microorganismos en las gotitas, y
aun mas en presencia de hongos.

El método de la invencién puede usarse para fusion activa o pasiva, lo que significa que el uso de electrodos para
fusionar gotitas es opcional, y mas ventajosamente no se usa electrodo (fusidon pasiva). Ademas, el canal del
dispositivo microfluidico o milifluidico puede ser regular. En particular, no comprende geometria de bifurcacion en
el lugar en el que se afiade la gotita de reactivo, y por ejemplo, el canal puede ser un canal redondeado sin
geometria de bifurcacion.

El método de la invencidon puede usarse para trenes regulares o irregulares. En particular, por el método de la
invencion, se puede operar un tren que comprende reactores que no son equidistantes.

Micro/milifluidico significa microfluidico o milifluidico. Microfluidica se refiere a sistemas en los que se manejan
pequeiios volumenes de fluidos en canales/tubos a escala micrométrica. La milifluidica se refiere a sistemas en
los que se manejan pequefios volimenes de fluidos en canales/tubos a escala milimétrica.

La invencion se refiere a un método para fusionar o poner en contacto gotitas de reactor y de reactivo en un
dispositivo microfluidico o milifluidico, que comprende las etapas de

(a) en el canal de dicho sistema microfluidico o milifluidico, generar un tren micro/milifluidico trifasico que
comprende una fase continua, por lo menos dos gotitas de reactor, y por lo menos un tapén de espaciador
entre dos gotitas de reactor A, y An+1, €n el que n es un nimero entero =2 0

(b) inyectar con la ayuda de una entrada lateral denominada inyector, en el tren, reactivo en una gotita Unica
no humectante B, en el que dicha gotita B se genera in situ durante el paso en el punto de inyeccion del
tapon de espaciador que precede directamente a la gotita de reactor An+1, en el que la gotita B se desprende
del punto de inyeccion antes de que la gotita de reactor An+1 alcance el punto de inyeccion con la formacion
de un menisco de fluido de reactivo en el extremo del inyector, y en el que el menisco de fluido de reactivo
se retrae dentro de la entrada lateral cuando la gotita de reactor A,+1 esta en el punto de inyeccion;

(c) después, fusionar o poner en contacto la gotita B con la gotita de reactor An+1 lejos del punto de inyeccién
(d) cuando n21, repetir las etapas (b) y (c).

El canal de dicho sistema microfluidico o milifluidico presenta una geometria cilindrica o plana. En la siguiente
descripcion, se hace referencia a una geometria cilindrica, y de este modo se define el tamafio del canal con
referencia a su diametro. Estas referencias deben reemplazarse por la altura y la anchura del canal en el que
circula el tren de gotitas para una geometria plana.

En la presente descripcion, se entiende por “punto de inyeccion” el punto de generacion de gotitas B que
corresponde a la ubicacion del inyector. En adelante, la gotita B asimismo se llama gotita de reactivo.

En la descripcion, las expresiones “gotita de reactivo”’, “fluido de reactivo” se usan para definir la gotita,
respectivamente el fluido, que comprende el reactivo. De forma similar, las expresiones “gotita de reactor”, “fluido
de reactor” se usan para definir la gotita, respectivamente el fluido, que comprende el reactor.

El término “tapdn” se utiliza para definir una gotita cuyo volumen V es mayor que mD*3/6, en el que D es el diametro
del tubo en el que circula el tren de gotas para una geometria cilindrica, o mayor que THW”2/4, en el que Hy W
representan respectivamente la altura y la anchura del canal en el que circula el tren de gotas para una geometria
plana.

En el método de la invencion, el sistema micro/milifluidico comprende por lo menos tres fases: la fase continua (2),
la fase espaciadora (1) y la fase de gotitas de reactor (3) (figura 5). La zona en la fase continua entre el tapén de
espaciador y la gotita de reactivo forma un puente capilar (zona sombreada en la figura 5). En el método de la
invencion, la fase continua humedece el canal, el espaciador y la gotita de reactivo y de reactor, de modo que los
tapones de espaciador y las gotitas de reactivo y/o de reactor estan rodeados por una pelicula delgada de la fase
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continua y no tocan el canal. El puente capilar esta asi continuamente unido al otro puente capilar. La presencia
de la fase continua cerca de la pared del canal puede deducirse de los limites de los otros dos componentes, que
se curvan tangencialmente lejos de la pared del canal en las interfaces tapdn de espaciador/gotita de reactor.

La presencia de por lo menos tres fases significa que se puede medir una fuerza interfacial y entre,
respectivamente, la fase continua/el espaciador, la fase continua/el fluido de reactor, el espaciador/el fluido de
reactor. De forma similar, se puede medir una fuerza interfacial entre, respectivamente, la fase continua/el fluido
de reactivo, el espaciador/el fluido de reactivo.

La gotita de espaciador y las gotitas de reactor estan de manera preferida completamente hiumedas por la fase
continua. La condicion en los parametros de dispersion S i = y_jk - (y_ij+ y_ik), en el que (i,j,k)=(1,2,3) se
proporcionan en la figura 1 de Torza y Mason, 1970 (Three-Phase Interactions In Shear and Electrical Fields, S.
TORZA AND S. G. MASON, Journal of Colloid and Interface Science, vol. 33, No. 1, mayo 1970).

Desde el punto de vista quimico,

» la fase continua es sustancialmente inmiscible con el fluido de la gotita de reactor y con el fluido de la gotita
de reactivo

» el fluido espaciador es sustancialmente inmiscible con la fase continua, el fluido de gotitas de reactor y el
fluido de gotitas de reactivo

Una caracteristica importante del método es que, en la etapa b), el fluido de reactivo no es humectante. Esto
significa que el fluido de reactivo no humedece las paredes de los canales ni las paredes de inyeccion.

Las etapas b) y c) del método de la invencién comprenden preferentemente las siguientes etapas principales
posteriores:

i) Generacion de una gotita de reactivo colgante, es decir, todavia conectada al depdsito de reactivo, que
presenta un volumen controlado (etapa b)

ii) Desprendimiento de la gotita de reactivo del punto de inyeccion (etapa b)

iii) Puesta en contacto de la gotita de reactivo con la gotita de reactor y a través del drenaje de la fase continua
(etapa c)

iv) Fusion de gotitas activa o pasiva (etapa c)

El volumen de la gotita de reactivo colgante esta determinado por la presiéon de inyeccién, que es mayor que la
presion implementada para mover el tren.

Las imagenes de las etapas principales de un esquema de fusién autosincronizada preferido se presentan en la
figura 6.

El método se describe, en este parrafo, con referencia a la figura 6. En esta forma de realizacion particular, el
reactivo se afiade por una entrada lateral. La caracteristica de auto-sincronizacién de esta invencién se muestra
en las figuras 6a, en la que una gotita de reactivo permanece unida al depdsito de reactivo, y forma asi una gotita
colgante en la entrada lateral hasta que la extremidad del tapén de espaciador alcanza la gotita de reactivo
colgante. Después, se produce el desprendimiento, y la gotita de reactivo recientemente formada entra en el puente
capilar de fase continua definido por el volumen que separa la punta posterior del tapén de espaciador y la punta
frontal de la gotita de reactor (creando asi una camara mavil de fusion pasiva), como se aprecia en la figura 6b. La
caracteristica de no contaminacion de este método se muestra en la figura 6¢c, en la que la gotita de reactivo
mantiene su integridad después del desprendimiento. Después, la fusién de gotitas se produce lejos del punto de
generacion de gotitas de reactivo (figura 6d), manteniendo el depdsito de disolucién de reactivo sin contaminar. En
la figura 6¢c se muestra evidencia adicional de la caracteristica de no contaminacion: cuando la gotita de reactor
pasa por debajo de la entrada lateral, el menisco de fluido de reactivo experimenta una retraccion desde el extremo
de la entrada lateral, asegurando que no haya contacto entre la gotita de reactor y el depdsito de reactivo.

La zona en la fase continua entre el tapon de espaciador y la gotita de reactivo forma un puente capilar. En una
forma de realizacion preferida, la gotita de reactivo permanece unida al punto de inyeccion y se rompe cuando el
puente capilar frente a la gotita de reactor An+1 alcanza la gotita de reactivo.

El método de la invencion implica un nuevo mecanismo de formacion de gotitas: la tension interfacial induce la
ruptura de la gotita colgante.

La gotita de reactivo se desprende cuando la fuerza capilar que actua sobre la gotita colgante es mayor que la
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fuerza capilar que sostiene la gotita colgante. Este mecanismo define el tamafo de gotita de reactivo mas pequefio
que se puede producir.

El volumen minimo de liquido inyectado es el volumen necesario para obtener una gotita colgante que se rompera.
Ventajosamente, el radio minimo de la gotita de reactivo, rmin se define por la siguiente ecuacion: rmin~dxy12/y23

o enlaque d es el diametro de la entrada lateral (o la anchura o la altura cuando la entrada no es redonda)
o Y12 es la tensién superficial entre la fase 1 (reactivo) y la fase 2 (fase continua)
o Y23 es la tensién superficial entre la fase 2 (fase continua) y la fase 3 (espaciador)

En una forma de realizacion preferida, el volumen de la gotita B es ventajosamente superior a 5 pl, mas
ventajosamente superior a 10 pl. En una forma de realizacion preferida, el volumen de la gotita B es superior a 2
nl.

El diametro maximo sera determinado caso por caso por el experto en la materia. En particular, el tamafio maximo
de la gotita de reactivo es el tamafio del canal principal para evitar cualquier riesgo de que la gotita inyectada corte
el espaciador en dos partes.

Cuando el fluido del espaciador es un gas, en particular aire, el diametro maximo formado por la formacion de
gotitas inducida por tension interfacial es principalmente independiente del caudal de la fase continua, y
corresponde aproximadamente al tamafio del tubo en el que se mueve el tren. El volumen maximo de fluido que
puede inyectarse es el volumen en el que la gotita se convierte en un tapon (es decir, el diametro de la gotita es
superior o igual al diametro del canal). De hecho, cuando el fluido ya no forma una gotita sino que se convierte en
un tapoén, existe el riesgo de que el fluido inyectado divida el tapén de espaciador.

Por otro lado, para un espaciador viscoso como el aceite mineral, la gotita colgante puede desprenderse mediante
una fuerza viscosa que es una funcion creciente de la velocidad del fluido, es decir, el caudal de la fase continua.
El tamario critico de gotita por encima del cual ocurre la ruptura inducida por cizallamiento es inversamente
proporcional a la velocidad del espaciador y las viscosidades de las fases continua y del espaciador. Después, la
gotita se expulsa desde la ubicacion del espaciador y finalmente puede entrar en contacto o fusionarse con la gotita
de reactor de una manera libre de contaminacién. El experto puede determinar facilimente el tiempo de retraso
entre la formacion de gotitas y la expulsién, por ejemplo cambiando la ubicaciéon en la que se induce la fusion
activa, asi como la ubicacion del médulo de deteccion.

El volumen de la gotita inyectada en la etapa b) depende principalmente del tamafio del canal. En una forma de
realizacién particular, el volumen es inferior a 190 nl.

En una forma de realizacion preferida, la relacion r/R, en la que r es el radio de la gotita de reactivo y R es el radio
del canal (o la mitad de la anchura o la mitad de la altura cuando el canal no es redondo), oscila entre 0.1 y 1,
ventajosamente de 0.1 a 0.9, mas ventajosamente de 0.2 a 0.7, ain mas ventajosamente de 0.25 a 0.60.

El diametro de la entrada lateral, d, (o la anchura o la altura cuando la entrada lateral no es redonda) es pequefio
antes del diametro, D, (o la anchura o la altura cuando el canal no es redondo) del canal. En particular, d<D. En
formas de realizacion preferidas, d/D<0.5, en particular d/D oscila entre 0.05y 0.5.

De este modo, d depende del tamafio del canal D. En una forma de realizacién particular, d es inferior a 200 um,
ventajosamente esta comprendido entre 50 um y 200 um para condiciones milifluidicas, o esta comprendido entre
10 ym y 50 ym para condiciones microfluidicas.

El tamafo de la gotita de reactivo, y por lo tanto el volumen de la gotita de reactivo, se puede variar. De hecho,
r_min/d = 1 (véase figura 12), de este modo r_min/D= d/D, y r_max/D=0.5.

En el método de la invencion, la presencia del tapon del espaciador es necesaria para este nuevo mecanismo de
ruptura y después coalescencia.

El tapdn del espaciador presenta una interfaz plana en el punto de inyecciéon. La longitud del espaciador L esta
preferentemente de acuerdo con la siguiente ecuacion:

L=D+e&d
en la que

o Dy d son como se definieron anteriormente (o se pueden reemplazar por W, w la anchura o H, h la altura
cuando el canal o la entrada lateral no es redonda)
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o € es un numero mayor que 2, en particular entre 2 y 100. Este nimero, que depende de la relacion d/D,
sera ajustado por la persona experta.

Mas preferentemente, la longitud del espaciador, L, es por lo menos dos veces D, mas preferentemente por lo
menos tres veces D.

La inyeccion se produce preferentemente cuando el punto de inyeccion esta delante de una superficie plana del
tapon de espaciador. La zona de inyeccion se representa esquematicamente en la figura 7: la zona de inyeccion
IZ corresponde a la seccion plana del tapon de espaciador, en la que a=D/2 y b=D/2.

Ventajosamente, la punta del espaciador es esférica.

Después de la inyeccion, las gotitas de reactivo generadas permanecen unidas - durante el paso del fluido del
espaciador - al extremo del inyector (una entrada lateral en la figura 6a) si el cizallamiento de la pelicula delgada
continua es insignificante para producir la ruptura del cuello de la gotita, es decir, cuando la velocidad del
espaciador es lo suficientemente baja o la viscosidad del espaciador es baja como para un espaciador de gas. La
inspeccion visual de los videos capturados indica que el desprendimiento de gotitas se produce cuando el puente
capilar continuo - formado entre las tres fases - entra en contacto con la gotita colgante de reactivo (figura 6b). La
tension interfacial entre la fase espaciadora y la fase continua proporciona la fuerza necesaria para inducir el
desprendimiento de gotitas de reactivo. Después del desprendimiento, el puente capilar continuo actia como una
camara movil de fusion de gotitas (figura 6¢), que permite el contacto entre las gotitas de reactor y de reactivo, asi
como el drenaje de la fase continua entre las dos gotitas que es necesario para la fusion de gotitas (figura 6d).
Después de la fusion, la fase de reactivo y la de reactor se mezclan entonces gracias al flujo interno inducido por
el movimiento de la gotita de reactor (figura 6d).

Durante la etapa b), cuando la gotita de reactor se desprende del punto de inyeccion, el menisco de fluido de
reactivo experimenta una retraccion desde el extremo del inyector, asegurando que no haya contacto entre la gotita
de reactor y el deposito de reactivo. El menisco de fluido de reactivo se retrae desde el extremo del inyector antes
de que la gotita de reactor A,+1 alcanza el punto de inyeccién y todavia se retrae cuando la gotita de reactor An+1
esta en el punto de inyeccion.

Para aumentar la retraccion del menisco, se usa preferentemente un dispositivo de inyeccién que comprende otro
fluido compresible y/o comprende un material compresible. Por ejemplo, la camara del dispositivo de inyeccion, en
adelante denominada camara de inyeccion, situada entre el depdsito de reactivo y el punto de inyeccion, puede
comprender el fluido de reactivo y aire. Cuando la gotita de reactivo se rompe, se produce el desprendimiento, y el
menisco experimenta una retraccion desde el extremo del inyector debido al cambio de presién. Este fendmeno
se puede enfatizar conectando el dispositivo de inyeccion a un condensador o una capacitancia: jugando con
resistencia/capacitancia, se pueden crear variaciones de presion y enfatizar asi la retraccion del menisco.

En una forma de realizacion preferida, la gotita de reactivo se inyecta a través de una entrada lateral que emerge en
el canal o tubo en el que circula el tren de gotitas. El dispositivo de inyeccion es preferentemente un picoinyector o un
nanoinyector, pero asimismo puede ser cualquier medio adaptado. Preferentemente, la entrada lateral es un orificio
en el canal, y el canal, en ambos lados laterales del orificio, esta rodeado por un primer revestimiento que comprende
un aceite, dicho primer revestimiento esta revestido entonces por un polimero. El polimero puede ser un polimero
hidréfilo, tal como un poliacrilico, o un polimero hidréfobo, dependiendo de la naturaleza del fluido de reactivo.

La inyeccion puede ser continua o discontinua, pero preferentemente es discontinua. Una inyeccion discontinua
permitira el control del volumen de la gotita de reactivo caso por caso. Ademas, con una inyeccion discontinua, se
puede escoger la gotita de reactor “diana”, y en consecuencia, inyectar solo cuando se solicite. Por lo tanto, antes
de la etapa b), el método comprende ventajosamente una etapa para detectar la gotita de reactor A+1. La gotita
de reactor An+1 puede detectarse mediante unos medios de deteccion seleccionados de entre el grupo que consiste
en medios Opticos (tal como haz de laser, fluorescencia, espectroscopia de Raman, formacion de imagenes),
medios eléctricos (tal como impedancia), medios magnéticos, medios de radiactividad, medios acusticos. Ademas,
el método puede comprender, después de la etapa de detectar la gotita de reactor An+1 pero antes de la etapa c),
una etapa de sefialar la gotita detectada An+1 y ajustar en consecuencia el volumen de la gotita de reactivo, cuyo
volumen es nulo (sin inyeccién) o superior a 1 pl.

Con una inyeccion discontinua, el método puede implementarse incluso cuando el tren de gotitas de reactor es
irregular. Un tren irregular se define por una variacion del tamafio de las gotas y/o la distancia entre las gotas que
componen el tren. En el método de la invencion, el tren es un tren perfecto o un tren irregular.

En una forma de realizacion preferida, la inyeccion de la fase de reactivo es accionada por una valvula, en particular
una electrovalvula, alineada a la entrada lateral por un colector polimérico, la valvula esta conectada al depésito
de reactivo. El dispositivo puede comprender ademas un condensador o una capacitancia, para enfatizar la
retraccion del menisco, y/o una resistencia, para controlar con precision el volumen inyectado.
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El espaciador puede ser un gas o un liquido inmiscible con las fases de reactivo, de reactor y continua. En una
primera forma de realizacion, el espaciador es un gas seleccionado de entre el grupo que consiste en aire
comprimido, argon, nitrégeno, CO», o una combinacién de los mencionados anteriormente.

En esta forma de realizacion, el fluido de la gotita que contiene el reactivo puede ser un fluido insoluble con la
gotita de reactivo, tal como aceite mineral o aceite de silicona. En tal caso, después de la inyeccion, el sistema es
un sistema de cuatro fases. Este tren de cuatro fases seria atractivo para realizar ensayos en los que existen
dificultades en la solubilidad de un reactivo particular en la fase de reactor.

En una segunda forma de realizacion, el espaciador es un liquido inmiscible con la fase continua y la fase de
reactor y de reactivo, tal como el aceite mineral.

Habitualmente, el canal del dispositivo micro/milifluidico esta realizado preferentemente en polimero fluorado, y
mas particularmente de Teflon®. La fase continua comprende preferentemente aceite fluorado, y posiblemente un
tensioactivo. El experto en la materia se usa con estos componentes.

El experto en la materia seleccionara el fluido de la gotita de reactor y de la gotita que contiene el reactivo caso
por caso, dependiendo de la reaccidon que se espera, sobre la base de su conocimiento técnico. Las gotitas de
reactor son gotitas discretas de bajo volumen, a veces gotitas de bajo volumen casi idénticas, que viajan a través
del canal a una velocidad comun.

Por ejemplo, se pueden usar los siguientes reactivos-reactores:
Produccion de esporas: Placas de agar de dextrosa de patata
Medio de crecimiento: Peptona-glucosa-sales pH 4.6
Actividad enzimatica: Kit Bodipy FL EnzChek (en amortiguador de acetato 4.6): Este kit contiene un sustrato de
almidon con fluorescencia apagada. Este sustrato es degradado eficientemente por la amilasa, la digestion
alivia el apagado, y produce fragmentos altamente fluorescentes. El aumento de la fluorescencia que lo
acompanfa es proporcional a la actividad de la amilasa, y se puede monitorizar con fluorescencia.
Como ejemplos de aplicaciones practicas para el presente método, se pueden citar quimica combinatoria,
detecciones quimicas y bioldgicas, secuenciacion genética. Como ejemplo de detecciones bioldgicas, se puede
citar la detecciéon de microorganismos que produce metabolitos (enzimas, farmacos). De este modo, la invencion
asimismo se refiere al método para su uso en quimica combinatoria, detecciones quimicas y bioldgicas,
secuenciacion genética.
El tren trifasico se genera dentro de un tubo de canal mili/microfluidico mediante el uso de una unién en T por
métodos conocidos por el experto, los caudales de liquido se controlan con bombas, y la presion de gas con
controlador de presion.
En una forma de realizacion preferida, el dispositivo es un dispositivo milifluidico.
La invencion asimismo se refiere a un dispositivo milifluidico o microfluidico que comprende:
- un tubo de canal mili/microfluidico lleno de un tren micro/milifluidico trifasico que comprende una fase
continua, por lo menos dos gotitas de reactor, y por lo menos un tapén de espaciador entre dos gotitas de

reactor A, y An+1, €n €l que n es un numero entero = 0

- una abertura que se abre en dicho canal, dicha abertura esta conectada a un depdsito que contiene reactivo
en fase liquida

- una valvula que acopla dicho depésito y dicha abertura

- un detector, colocado aguas arriba de dicha abertura.
El detector permite la sincronizacion de la apertura de la valvula con la llegada de la gotita de reactor. En particular,
la valvula es una electrovalvula. El volumen del agente reaccionante inyectado se controla mediante el tiempo
abierto (tiempo de pulsacion) de la valvula.

El circuito equivalente del dispositivo milifluidico o microfluidico puede ser como sigue:

Dos resistencias R1 y R2 estan en serie. La union entre dichas dos resistencias esta conectada a un elemento IC
en serie con una resistencia R3.
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El elemento IC consta de un condensador C1 y una resistencia R4 dispuestos en paralelo.
El circuito equivalente se representa en la figura 11.

En la siguiente descripcion, el dispositivo se describira con referencia al dispositivo en el que la entrada lateral es
un orificio en el canal como forma de realizacion ilustrativa pero no limitativa. De este modo, la invenciéon asimismo
se refiere a un dispositivo milifluidico o microfluidico que comprende un tubo de canal perforado por un orificio, una
camara de inyeccion formada por el espacio dentro del revestimiento que rodea el canal, en ambos lados laterales
del orificio, un depésito de reactivo, y opcionalmente una valvula. Por lo general, el tubo esta realizado en Teflon®.
El tamafio del orificio es como se describié anteriormente para la entrada lateral.

Preferentemente, el dispositivo comprende una valvula entre el depdsito de reactivo y la camara de inyeccion. En
particular, la valvula es una electrovalvula. El volumen del agente reaccionante inyectado se controla por el tiempo
abierto (tiempo de pulsacion) de la valvula.

El dispositivo comprende ademas una resistencia entre el deposito de reactivo y la camara de inyeccion, mas
particularmente entre el deposito de reactivo y la valvula. En particular, la resistencia puede ser un tubo delgado
de Teflon® que conecta el depdsito de reactivo y la camara de inyeccion, mas particularmente la valvula. La
resistencia se usa para proporcionar una gran resistencia al flujo y, de ese modo, para obtener un volumen de
gotita afiadido constante. En el sistema milifluidico, el tubo presenta, por ejemplo, un diametro interno de 100 pm
a 300 ym, mas particularmente 200 um.

El canal, en ambos lados laterales del orificio, esta rodeado por un revestimiento polimérico. El revestimiento
asimismo se denomina en la presente memoria un colector. El polimero puede ser cualquier polimero adaptado, y
se selecciona por el experto en la materia, sobre la base de su conocimiento técnico, dependiendo de la naturaleza
del reactivo. En una forma de realizacion particular, el polimero es un acrilico. Entre el polimero y el canal, el
revestimiento comprende ventajosamente ademas una fase oleosa. La naturaleza del aceite es preferentemente
idéntica al aceite de la fase continua.

El colector se utiliza para alinear el depésito de reactivo y/o la valvula y el orificio. El depésito de reactivo y/o la
valvula estan alineados y unidos al colector por un medio apropiado, tal como un accesorio de tuerca de montaje.

La camara de inyeccion es el espacio dentro del colector alineado con el orificio perforado, en particular entre la
valvula y el orificio perforado. El diagrama de circuito equivalente de la camara de inyeccion es una resistencia y
una capacitancia en paralelo.

En una forma de realizacion preferida, la capacitancia es el fluido compresible presente en la camara del dispositivo
de inyeccion.

En otra forma de realizacion, la capacitancia es una membrana delgada y flexible que actuara como una burbuja
de gas artificial. Dicha membrana se puede sellar a un agujero perforado en la camara.

En otra forma de realizacién, la capacitancia es un tubo que presenta una pared realizada en un material que
presenta un médulo elastico bajo.

El circuito equivalente del dispositivo se representa en la figura 11, en la que R1 y R2 corresponden a la resistencia
al flujo del tren de gotitas en ambos lados del punto de inyeccion, R3 es la resistencia descrita anteriormente, y R4
es la resistencia que surge del flujo del fluido de reactivo a través de la camara de inyeccion, mientras que C1 es
la capacitancia dentro de la camara de inyeccion.

La invencion tiene por objeto un dispositivo mili/microfluidico cuyo circuito equivalente se representa en la figura 11.

El dispositivo se describira a continuacion haciendo referencia al dispositivo representado en la figura 8, como una
forma de realizacion ilustrativa pero no limitativa.

De este modo, el dispositivo milifluidico o microfluidico comprende un tubo de canal (figura 8, 1) perforado por un
orificio (figura 8, 3), una camara de inyeccion formada por el espacio dentro del colector acrilico que rodea el canal
(figura 8, 8), en ambos lados laterales del orificio, un depdsito de reactivo (figura 8, 2) y una valvula (figura 8, 9).
La invencion se ilustrara mediante los siguientes ejemplos no limitativos.

Ejemplo 1: Generacion de tren milifluidico trifasico

El tren trifasico consiste en una fase continua (aceite fluorado Novec HFE 7500 + 0.5% v/v de tensioactivo
perfluoro-octanol), una gotita de reactor (medio de peptona-glucosa-sales, pH 4.6) y un fluido espaciador (aire o
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aceite mineral). El tren se genera dentro de un tubo de Teflon® FEP de 750 um ID mediante una unién en T, los
caudales de liquido se controlan con bombas de jeringa, y la presion de gas con un controlador de presion. Para
el tren espaciador de aire, los caudales del aceite fluorado y los medios son de 6.5y 7.5 ml/h, respectivamente, y
la presion del aire es de 1 bar. Para el tren espaciador de aceite mineral, los caudales del aceite fluorado, los
medios y el aceite mineral son 5, 5y 10 ml/h, respectivamente.

Los valores de superficie medidos experimentalmente (método de gotita colgante) son los siguientes:

oy (HFE+PFO 0.5%)/Aire: 12.5 mN/m +/- 0.5 mN/m

oy (HFE+PFO 0.5%)/Aceite Mineral : 3.7 mN/m +/- 0.5 mN/m

oy (HFE+PFO 0.5%)/Agua: 30.5 mN/m +/- 0.5 mN/m
Para la validacion experimental del mecanismo de eyeccion de gotitas, se usa isotiocianato de fluoresceina FITC
1E-04 M como fluido de las gotitas de reactor. Las gotitas de agua se inyectan en trenes milifluidicos con
espaciadores de aire o aceite mineral. La inyeccion se dispara mediante la deteccion de fluorescencia de gotitas
de reactor y se acciona mediante una electrovalvula a través de orificios perforados de tres radios diferentes (30,
50 y 90 pm). Rmin es el radio minimo de gotita que sigue el mecanismo de desprendimiento propuesto, y se

determina mediante analisis de imagen de capturas de video del procedimiento de inyeccion.

Los valores se proporcionan en la tabla a continuacion:

Tabla 1
Aire Aceite mineral
Radio del orificio (um) Rmin Rmin
30 66 85
50 80 123
90 158 218
Error: #4 ym en el radio de la gotita, +2 ym en el radio del orificio

Grafico para la prediccion del modelo de desprendimiento frente a las medidas del radio de gotita minimo
Los resultados se proporcionan en la figura 12.
Materiales y métodos

1. Generacion del tren de gotitas milifluidico en un tubo de Teflon® FEP de 750 um ID. (Bombas de jeringa y/o
controlador de presion).

Elementos del tren:

a. Fluido espaciador: Aire comprimido o aceite mineral (longitud por lo menos 3 veces el diametro interno del
tubo)

b. Fase continua: Aceite fluorado Novec HFE 7500 + 0.5% v/v de tensioactivo perfluoro-octanol

c. Gotita de reactor: Medio de peptona-glucosa-sales + BodipyFL (altura entre 80 y 85% del diametro interno
del tubo)

2. Inyeccion de gotita de reaccionante (disolucion acuosa de azul de metileno o disolucion de amortiguador de
acetato (pH 4.5) + BodipyFL). Los elementos del médulo se muestran en la figura 8.

Etapas:
a. Deteccion de seial de fluorescencia de la gotita de reactor
b. Inyeccion de gotita de reaccionante frente a la gotita de reactor (a través de un orificio perforado en el tubo).
Inyeccién accionada por una electrovalvula (tipo VHS, The Lee Co.) alineada al orificio perforado por un
colector acrilico (kit de montaje del colector, The Lee Co.). Evaluacion mediante capturas de imagen

(camara GuppyPro firewire + objetivo Nikon 10x). Figura 6a.

c. Fijacion de la gotita de reactivo al orificio perforado. Figura 6a.
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d. Sincronizacién: Desprendimiento de gotitas de reactivo desde el orificio perforado en el puente capilar de
fase continua (camara de fusion pasiva movil). Evaluacion a través de capturas de imagenes. Figura 6b.

e. Contacto entre la gotita de reactivo y la gotita de reactor en la camara de fusion pasiva movil. Evaluacion a
través de capturas de imagenes. Figura 6c.

f. Drenaje de fase continua en la camara de fusion pasiva movil. Evaluacion a través de capturas de imagenes.

Figura 6c.
g. Fusion de gotitas. Evaluacion a través de capturas de imagen y monitorizacion de la sefial de fluorescencia.
Figura 6d.
Resultados

El ensayo de inyeccion de gotitas de reactivo en trenes milifluidicos con aire (figura 6) y aceite mineral como fluidos
espaciadores, ha mostrado las cuatro etapas tipicas del esquema autosincronizado: generacion de gotitas de
reactivo, desprendimiento de gotitas de reactivo de la boquilla, contacto de gotitas, y drenaje de fase continua y
fusion de gotitas.

Al usar una disolucidon de azul de metileno como disolucion de reactivo, se puede observar el patron de flujo de
mezcla después de la fusion de gotitas.

Se obtiene el perfil maximo de fluorescencia de un tren milifluidico después de la adicion de una disolucion
BodipyFL 5x. La ausencia de espacios vacios indica la dosis en todas las gotitas, mientras que el nivel maximo
constante indica un volumen constante de las gotitas afiadidas.

Ejemplo de implementacion

Unas esporas de cepas mutantes de Aspergillus niger se diluyen en medio PGS después de la extraccion para
obtener una DO de 0.000375. Esta concentracion permite el encapsulamiento de esporas individuales dentro de
las gotitas de reactor de medios PGS. Se produce un tren milifluidico con espaciadores de aire de 3105 gotitas de
reactor en un tubo de Teflon® FEP de 30 m de largo (750 um ID). Para la generacion del tren, los caudales del
aceite fluorado Novec 7500 (con 0.5% v/v de tensioactivo de perfluoro-octanol) y los medios PGS son 6.5y 7.5
ml/h, respectivamente, y la presion del aire es 1 bar. El tren se hace circular en direcciones de ida y vuelta aplicando
presion constante (250 mbares). Después de que el tren completo pasa un detector de gotitas por laser, la direccion
del flujo del tren de gotitas cambia automaticamente. Para determinar la actividad enzimatica después de 30 h de
crecimiento fungico a 30°C, se inyectan 5 nl de gotitas Bodipy FL en cada gotita del tren milifluidico utilizando el
modulo de la invencién, aplicando una presion de 250 mbares para la circulacion del tren, 300 mbares para la
adiciéon de gotitas de reactivo, y generando pulsos de 3 ms de apertura de la electrovalvula, para un agujero
perforado de 50 ym de radio. Se obtiene un retraso de 45 s entre la adicion de gotitas y la detecciéon de
fluorescencia al ubicar la separacién de los médulos de adicion y fluorescencia en 30 cm. Este retraso garantiza la
recopilacién de un unico punto de datos para cada gotita dentro de la seccion lineal de la curva de actividad
enzimatica, como lo demuestran numerosos ensayos preliminares. La sefial de fluorescencia del tren afiadido se
muestra en la figura 9b (aumento). En esta curva, la linea de base corresponde a la sefial de las gotitas vacias,
mientras que los picos corresponden a la fluorescencia por la actividad de amilasa de las 558 gotitas ocupadas
con hongos.

Las figuras 9a y 9b indican la alta calidad del médulo de adicion, expresada como la intensidad de fluorescencia
constante de las gotitas vacias.

La actividad enzimatica de la biblioteca mutante de Aspergillus niger analizada con el sistema milifluidico se
muestra en la figura 10, en la que se obtuvo una diferenciacion perfecta entre las gotitas vacias y ocupadas, asi
como una amplia distribucién de la actividad enzimatica de la biblioteca.

Ejemplo 2: Ejemplo de inyeccion de volumen variable:

Para determinar mediante fluorescencia el volumen de gotita afiadido, se afiaden gotitas concentradas de
fluoresceina en un tren milifluidico formado por gotitas de fluoresceina diluidas, con burbujas de aire como
espaciadores. Las condiciones de generacion del tren milifluidico son idénticas a las presentadas en el ejemplo 1
anterior. El accionamiento de la electrovalvula se basa en la deteccion de gotitas por fluorescencia. Las gotitas de
FITC fluoresceina 1E-04 M se inyectan en cada gotita del tren milifluidico (gotitas de FITC fluoresceina 1E-06 M)
usando el médulo de esta invencion (radio de orificio perforado: 50 um), aplicando pulsos de 10 ms de apertura de
la electrovalvula (tipo VHS, The Lee Co.), una presion de 150 mbares para la circulacion del tren, y presiones
variables de 150 a 300 mbares para la adicion de gotitas de reactivo. Después de la inyeccion completa del tren
milifluidico, el flujo se invierte para registrar la sefial de fluorescencia de las gotitas afiadidas. La sefial de
fluorescencia del tren inyectado se muestra en la figura 13, en la que cada etapa corresponde a una presion
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diferente de adicion de gotitas de reactivo. El aumento del volumen de gotitas de reactivo con el aumento de la
presion se muestra en la figura 14, que corresponde a instantaneas de videos capturados. Un balance de masas
permite la cuantificacion de la relacion de volumen de gotita diana a la de volumen de gotita de reactivo (V1/VR)
con la expresion V1/Vr=(Ce-Ct)/(Cr-Cr), en la que Cr, Cty Cr son las concentraciones de las gotitas afiadidas,
diana y de reactivo. Dada la proporcionalidad entre la concentracion de fluoresceina y la altura del pico de
fluorescencia, Cr y Cr corresponden a las alturas de los picos de fluorescencia para las gotitas afiadidas y diana.
Con Cr/Ct=100, los valores calculados para (V+1/VR) - utilizando el valor promedio de la altura del pico para cada
etapa - se representan graficamente en la figura 15, en funcidon de la adicion de gotitas de reactivo a la presion
aplicada. Se obtuvieron relaciones V1/Vr de 98 a 16 en el intervalo de presiones estudiado, destacando la
flexibilidad del moédulo desarrollado para producir gotitas de reactivo en un amplio intervalo de volimenes. Esta
caracteristica tiene aplicaciones potenciales para la generacion de gradientes de concentracion dentro de sistemas
micro y milifluidicos.

Ejemplo 3: Aumento de retraccion del menisco

Para demostrar el aumento de la retraccion del menisco mediante la introduccion de un condensador en el sistema
de inyeccion, se introduce una burbuja de aire dentro del depdsito de reactivo. La posicion del menisco después
del desprendimiento durante la formacion de gotitas de reactivo se registra mediante captura de video. La figura
16 muestra la retraccion maxima del menisco bajo flujo continuo de reactivo (agua, presion aplicada de
100 mbares), a través de un orificio de radio de 50 ym, en una corriente de aceite fluorado Novec 7500 + 0.5% v/v
de tensioactivo de perfluoro-octanol que fluye a 2.5 mi/h. En comparacion con un ensayo paralelo realizado sin la
burbuja de aire (figura 16, izquierda) en el que se mantienen condiciones operativas idénticas, la retraccion del
menisco es mayor cuando la burbuja de aire esta presente (figura 16, derecha). Este efecto se debe al aumento
en el cambio de presion por la compresibilidad de la burbuja de aire, después de la ruptura de la gotita de reactivo.
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REIVINDICACIONES

1. Método para fusionar o poner en contacto gotitas de reactor y de reactivo en un dispositivo microfluidico o
milifluidico, que comprende las etapas de

(a) en el canal de dicho sistema microfluidico o milifluidico, generar un tren micro/milifluidico trifasico que
comprende una fase continua, por lo menos dos gotitas de reactor, y por lo menos un tapén de espaciador
entre dos gotitas de reactor A, y An+1, €n el que n es un nimero entero = 0, y en el que la fase continua
humedece el canal, el espaciador, la gotita de reactivo y la gotita de reactor, y el espaciador y las gotitas
del reactivo y/o del reactor no tocan el canal;

(b) inyectar con la ayuda de una entrada lateral denominada inyector, en el tren, reactivo en una gotita Unica
no humectante B, en el que dicha gotita no humectante B no humedece las paredes de canales ni las
paredes de inyeccion, en el que dicha gotita B se genera in situ durante el paso en el punto de inyeccion
del tapén de espaciador que precede directamente a la gotita de reactor Aq+1, en el que la gotita B se
desprende del punto de inyeccion antes de que la gotita de reactor A,+1 alcance el punto de inyeccion con
la formacién de un menisco de fluido de reactivo en el extremo de inyector, y en el que el menisco de fluido
de reactivo se retrae dentro de la entrada lateral cuando la gotita de reactor A.+1 esta en el punto de
inyeccion;

(c) a continuacién, fusionar o poner en contacto la gotita B con la gotita de reactor An+1 lejos del punto de
inyeccion

(d) cuando n21, repetir las etapas (b) y (c).

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que la gotita de reactivo permanece unida al punto de inyeccion y se
separa cuando el puente capilar frente a la gotita de reactor A,+1 alcanza la gotita de reactivo.

3. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la relacion r/R, en la que r es el radio de
la gotita de reactivo y R es el radio del canal, oscila entre 0.1 y 1.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el volumen de la gotita inyectada en la
etapa b) es superior a 1 pl.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la relacion d/D, en la que d es el diametro
de la entrada lateral y D es el diametro del canal para una geometria cilindrica, o D es la altura o la anchura del
canal para una geometria plana, oscila entre 0.05 y 0.5.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la inyeccion es discontinua.

7. Método segun la reivindicacion 6, en el que la gotita de reactivo es accionada por una valvula, en particular una
electrovalvula.

8. Meétodo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que antes de la etapa b), la gotita de reactor
An+1 se detecta mediante unos medios de deteccion seleccionados de entre el grupo que consiste en medios
opticos, medios eléctricos, medios magnéticos, medios de radiactividad, medios acusticos.

9. Meétodo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa b) comprende ademas después de la
etapa de detectar la gotita de reactor An+1 pero antes de la etapa c) una etapa de seleccionar la gotita An+1 detectada y
ajustar en consecuencia el volumen de la gotita de reactivo, siendo el cual volumen nulo o superior a 1 pl.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el espaciador es un gas o un liquido
inmiscible con la fase continua, y la de reactor y la de reactivo.

11. Método segun la reivindicacion 10, en el que el espaciador es un liquido inmiscible, tal como aceite mineral.
12. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el dispositivo es un dispositivo milifuidico.

13. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para su utilizacion en quimica combinatoria,
examenes quimicos y bioldgicos, secuenciacion genética.

14. Dispositivo mili/microfluidico que comprende:
- un tubo de canal mili/microfluidico lleno con un tren micro/milifluidico trifasico que comprende una fase

continua, por lo menos dos gotitas de reactor, y por lo menos un tapon de espaciador entre dos gotitas de
reactor A, y An+1, €n €l que n es un numero entero = 0

13
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- una abertura que se abre sobre dicho canal, estando dicha abertura conectada a un depésito que contiene
reactivo en fase liquida

5 - una valvula que acopla dicho depésito y dicha abertura

- un detector, colocado aguas arriba de dicha abertura, configurado para detectar la gotita de reactor An+1
antes de inyectar la gotita de reactivo B.

10 15. Dispositivo mili/microfluidico segun la reivindicacion 14, cuyo circuito equivalente es el siguiente:

- dos resistencias R1 y R2 estan en serie. La unidn entre dichas dos resistencias esta conectada a un
elemento IC en serie con una resistencia R3;

15 - el elemento IC consiste en un condensador C1 y una resistencia R4 dispuestos en paralelo.
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FIG. 5
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FIG. 7
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FIG. 10
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