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DESCRIPCION
Eyeccion acustica de fluidos usando elementos de enfoque de nimero F grande
Campo técnico

Esta invencion se relaciona en general con el uso de energia acustica enfocada en la eyeccion de fluidos, y méas
particularmente se relaciona con eyeccion acustica de gotitas de fluido utilizando un elemento de enfoque de nimero
F grande.

Técnica antecedente

Una serie de patentes han descrito el uso de energia acustica en la eyeccion de gotitas. Por ejemplo, la Patente de
los Estados Unidos No. 4,308,547 de Lovelady et al. describe un emisor de gotas liquidas que utiliza principios
acusticos en la eyeccion de liquidos de un cuerpo de liquido sobre un documento en movimiento para formar
caracteres o cadigos de barras sobre el mismo. Lovelady et al esta dirigido a aparatos de impresién de chorro de tinta
sin boquilla en donde gotas controladas de tinta son impulsadas mediante una fuerza acuUstica producida por un
transductor curvado en o por debajo de la superficie de la tinta.

La Patente de Lovelady et al. hace uso de un transductor de cubierta piezoeléctrica para generar y también enfocar la
energia acuUstica. También se han desarrollado varios otros métodos para enfocar la energia acuUstica generada y
eyectar una gotita de liquido. Por ejemplo, lentes de enfoque acustico esféricos iluminados aclsticamente como se
describe en la Patente de los Estados Unidos. No. 4,751,529 de Elrod et al y transductores piezoeléctricos planos con
electrodos interdigitados como se describe en la Patente de los Estados Unidos. No. 4,697,105 de Quate et al. La
tecnologia de eyector de gotitas existentes ha sido utilizada en el disefio de diversas configuraciones de cabezas de
impresion, variando desde realizaciones de eyector individual relativamente simple para escaneres de salida de rastreo
(ROS) hasta realizaciones mas complejas, tales como arreglos mono o bidimensionales de anchura de pagina
completa de eyectores de gotitas para impresion en linea. También se ha encontrado uso en la sintesis de
disposiciones de materiales bioldgicos, como se describe en la solicitud de la Patente de los Estados Unidos Publicada
Copendiente asignada en comin Nos.: US 2002/0037579, "Acoustic Ejection of Fluids from a Plurality of Reservoirs",
publicada el 28 de Marzo de 2002; U.S. 2002/0061258, "Focused Acoustic Energy in the Preparation and Screening
of Combinatorial Libraries”, publicada el 23 de Mayo de 2002; y U.S. 2002/0042077, "Arrays of Partially Nonhybridizing
Oligonucleotides and Preparation Thereof Using Focused Acoustic Energy”, publicada el 11 de Abril de 2002.

Sin embargo, el desarrollo de eyeccién de fluidos sin boquilla ha estado limitado en general a aplicaciones de impresién
con tinta y se ha basado exclusivamente en lentes acusticos que tienen nimeros F de aproximadamente 1.
Desafortunadamente, los lentes de nimero F bajo plantean restricciones sobre la geometria del reservorio del nivel
de fluido y proveen profundidades foco relativamente limitada, incrementando la sensibilidad del nivel de fluido en el
reservorio. Por ejemplo, en aplicaciones de arreglos bimoleculares los diversos materiales bimoleculares a partir de
los cuales se construye el arreglo estan contenidos usualmente en pozos individuales en una placa de pozos. Estos
pozos tienen frecuentemente relaciones de aspecto de aproximadamente 5:1, esto es, los pozos son cinco veces tan
profundos como su diametro. La estrechez de los pozos requiere que cuando se usan los lentes F1 la superficie del
fluido dentro del reservorio no sea desde el lente mas que la anchura de la apertura del lente. Por lo tanto, cuando se
utiliza un lente F1 en un pozo de relacion de aspecto 5:1, solamente la quinta parte del fondo del reservorio puede ser
llenada con fluido.

Asi, hay necesidad en la técnica para dispositivos y métodos de eyeccién de fluidos aclstica mejorados que tenga
suficiente exactitud en la eyeccion de gotitas de manera que se permita la preparacion de arreglos moleculares de alta
densidad sin las desventajas asociadas con los lentes de nimero F bajo. A la vez que el uso de lentes F2 ha sido
sugerido en Elrod et al. (1989), "Nozzleless droplet formation with focused acoustic beams," J. Appl. Phys 65(9):3441-
3447, la referencia indica que tales lentes proveen resultados impredecibles en términos de diametro de gotita y
profundidad utilizable del foco. Sorprendentemente, se ha encontrado ahora que lentes con nimeros F mas grandes
proveen ventajas adicionales sobre los lentes F1 puesto que el uso de lentes que tienen nimeros F mayores de 2
permiten un control mayor sobre el tamafio de las gotitas y la velocidad, a la vez que provee profundidades de foco
notablemente mejoradas.

Divulgacion de la invencion

De acuerdo con lo anterior, es un objeto de la presente invencién proveer dispositivos y métodos que superen las
desventajas antes mencionadas de la técnica anterior. En un aspecto de la invencién, se provee un dispositivo para
eyectar acusticamente una gotita de fluido hacia un sitio designado sobre una superficie de sustrato, como se define
en la reivindicacion 1. El dispositivo puede comprender adicionalmente un medio para posicionar el eyector en relaciéon
de acoplamiento acustico al reservorio. Preferiblemente, la relacion es mayor que aproximadamente 3:1, o incluso
mayor que aproximadamente 4:1. El dispositivo también puede comprender una pluralidad de reservorios adaptado
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cada uno para contener un fluido, y en el que el dispositivo es capaz de eyectar una gotita de fluido desde cada uno
de la pluralidad de reservorios hacia una pluralidad de sitios designados sobre la superficie de sustrato.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método para eyectar un fluido desde un reservorio de fluido hacia
sitios designados sobre una superficie de sustrato, como se define en la reivindicacion 32.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1Ay 1B ilustran esquematicamente la eyeccioén de gotitas desde un lente con nimero F bajo, esto es, que
tiene un ndmero F de aproximadamente menos de 1, y uno de numero F alto, esto es, que tiene un nimero F de
aproximadamente mas de 2, respectivamente.

Las Figuras 2A y 2B, citadas colectivamente como Figura 2, ilustran esquematicamente en una vista en seccion
transversal simplificada una realizacién del dispositivo de la invenciéon que comprende primero y segundo reservorios,
un eyector acustico y medios para posicionamiento del eyector. La Figura 2A muestra el eyector aclstico acoplado
acusticamente al primer reservorio y que ha sido activado con el fin de eyectar una gotita de fluido desde dentro del
primer reservorio hacia un sitio designado sobre una superficie de sustrato. La Figura 2B muestra el eyector acustico
acoplado acusticamente a un segundo reservorio.

Las Figuras 3A, 3By 3C, citadas colectivamente como Figura 3, ilustran en una vista esquematica una variacion de la
realizacién de la invencion de la Figura 2 en la que los reservorios comprenden pozos individuales en una placa de
pozos de reservorio y el sustrato comprende una placa de pozos mas pequefia con un niimero correspondiente de
pozos. La Figura 3A es una vista plana superior esquematica de las dos placas de pozos, esto es, la placa de pozos
del reservorio y la placa de pozos del sustrato. La Figura 3B ilustra en una vista en seccion transversal un dispositivo
gue comprende la placa de pozo del reservorio de la Figura 3A acoplada acUsticamente con un eyector acustico, en
la que una gotita es eyectada desde un primer pozo de la placa de pozos del reservorio hacia un primer pozo de la
placa de pozos del sustrato. La Figura 3C ilustra en una vista en seccion transversal el dispositivo ilustrado en la Figura
3B, en el que el eyector acustico esta acoplado acUsticamente al segundo pozo de la placa de pozos del reservorio y
adicionalmente en el que el dispositivo esta alineado para permitir que el eyector aclstico eyecte una gotita desde el
segundo pozo de la placa de pozos del reservorio a un segundo pozo de la placa de pozos del sustrato.

La Figura 4 ilustra graficamente los cambios en el volumen de gotita con respecto a la duracion de la rafaga de tono
para un lente F3 que utiliza potencia acustica de 0.8 dB por encima del umbral de eyeccidn y que tiene una frecuencia
acustica de 26 MHz.

La Figura 5 ilustra graficamente los cambios en la velocidad de la gotita con respecto a la duracion de la rafaga de
tono para un lente F3 que utiliza una potencia acustica de 0.8 dB por encima del umbral de eyeccién y que tiene una
frecuencia acustica de 30 MHz.

La Figura 6 ilustra graficamente cambios en el volumen de eyeccién total con respecto a la duracion de la rafaga de
tono para un lente F3 que utiliza potencia acustica de 1.6 dB por encima del umbral de eyeccion y que tiene una
frecuencia acustica de 26 MHz.

La Figura 7 ilustra graficamente cambios en el volumen de eyeccion total con respecto a la frecuencia acustica para
un lente F3 que utiliza una potencia acustica de 0.8 y 1.6 dB por encima del umbral de eyeccién y que tiene una
duracion de rafaga de tono de 65 pseg.

La Figura 8 ilustra graficamente cambios en el volumen de gotita con respecto a la potencia acustica por encima del
umbral de eyeccién para un lente F3 que utiliza rafagas de tono de 45, 65 y 105useg a una frecuencia acustica de 30
MHz.

La Figura 9 ilustra graficamente cambios en el diametro de la gotita con respecto a la frecuencia acustica a diversos
niveles de potencia de entrada utilizando frecuencias acusticas de 26, 30 y 34 MHz.

La Figura 10 ilustra graficamente cambios en la velocidad de gotita con respecto a la frecuencia acuUstica a diversos
niveles de potencia de entrada utilizando frecuencias acusticas de 26, 30 y 34 MHz.

Modos para llevar a cabo la invencion
Definiciones y vision previa:

Antes de describir la presente invencion en detalle, debe entenderse que esta invencién no esta limitada a fluidos,
biomoléculas o estructuras de dispositivos especificos, puesto que los tales pueden variar. También debe entenderse
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que la terminologia utilizada en el presente documento tiene el proposito de describir solamente realizaciones
particulares.

Debe anotarse que, tal como se usa en esta especificacion y en las reivindicaciones anexas, las formas singulares
"un", "una"y "el/la" incluyen referentes plurales a menos que el contexto dicte claramente otra cosa. Asi, por ejemplo,
una referencia a "un reservorio” incluye una pluralidad de reservorios, referencia a "un fluido" incluye una pluralidad

de fluidos, referencia a "una biomolécula" incluye una combinacion de biomoléculas y similares.

En la descripcion y reivindicacién de la presente invencidn, se utilizara la siguiente terminologia de acuerdo con las
definiciones fijadas a continuacion.

Los términos "acoplamiento acustico" y "acoplado acusticamente” utilizados aqui se refieren a un estado en el que un
objeto es colocado en contacto directo o indirecto con otro objeto de tal manera que permita que una radiacion acustica
sea transferida entre los objetos sin pérdida sustancial de energia acustica. Cuando dos articulos estan acoplados
acusticamente de manera indirecta, se requiere de un "medio de acoplamiento acustico" para proveer un intermediario
a través del cual pueda ser transmitida la radiacion acustica. Asi, un eyector puede ser acoplado acUsticamente a un
fluido, por ejemplo, sumergiendo el eyector en el fluido o interponiendo un medio de acoplamiento acustico entre el
eyector y el fluido para transferir la radiacion acustica generada por el eyector a través del medio de acoplamiento
acustico y hacia el fluido.

El término "absorber" tal como se utiliza aqui se refiere a la retencion no covalente de una molécula por una superficie
de sustrato. Esto es, la adsorcién ocurre como resultado de la interaccion no covalente entre una superficie del sustrato
y unidades estructurales adsorbentes presentes sobre la molécula que es adsorbida. La adsorcion puede ocurrir a
través de puentes de hidrégeno, fuerzas de van der Waals, atraccion polar o fuerzas electrostaticas (esto es, a través
de enlaces idnicos). Ejemplos de unidades estructurales adsorbentes incluyen, pero no se limitan a, grupos amina,
unidades estructurales de acido carboxilico, grupos hidroxilo, grupos nitroso, sulfonas y similares.

El término "arreglo” utilizado aqui se refiere a un arreglo bidimensional de caracteristicas tales como un arreglo de
reservorios (por ejemplo, pozos en una placa de pozos) o una disposicion de gotitas de fluido o unidades estructurales
moleculares sobre una superficie de sustrato (tal como en un arreglo de oligonucleétidos o peptidico). Los arreglos
estan compuestos generalmente de componentes regulares, ordenados, como por ejemplo, en una rejilla rectilinea,
bandas paralelas, espirales y similares, pero pueden utilizarse ventajosamente arreglos no ordenados también. Un
arreglo difiere de un patrén en que los patrones no necesariamente contienen caracteristicas regulares y ordenadas.
Ni los arreglos ni los patrones formados utilizando los dispositivos y métodos de la invencion tienen significado optico
al ojo humano a simple vista. Por ejemplo, la invencién no involucra impresion con tinta sobre papel u otros sustratos
con el fin de formar letras, nimeros, codigos de barras, figuras u otras inscripciones que tengan significado éptico al
0jo humano a simple vista. Ademas, los arreglos y patrones formados por la deposicién de gotitas eyectadas en una
superficie tal como se proveen aqui son de preferencia sustancialmente invisibles al ojo humano a simple vista. Los
arreglos tipica pero no necesariamente comprenden al menos aproximadamente 4 hasta aproximadamente
10.000.000 de componentes, generalmente en el rango de aproximadamente 4 hasta aproximadamente 1.000.000 de
componentes.

El término "unido”, como en, por ejemplo, una superficie de sustrato que tiene una unidad estructural molecular “unida”
al mismo (por ejemplo en las unidades estructurales individuales en arreglos generados utilizando la metodologia de
la invencién) incluye enlace covalente, adsorcién e inmovilizacion fisica. Los términos “enlace” y “enlazado” son
idénticos en significado al término “unido”.

El término "biomoléculas” tal como se utiliza aqui se refiere a cualquier molécula orgéanica, bien sea de origen natural,
producida por recombinacién o sintetizada quimicamente en todo o en parte, que es, fue o puede ser parte de un
organismo vivo. El término abarca, por ejemplo, nucleétidos, aminoacidos, monosacaridos, asi como especies
oligoméricas y poliméricas tales como oligonucleétidos y polinucledtidos, moléculas peptidicas tales como
oligopéptidos, polipéptidos y proteinas, y sacaridos tales como disacaridos, oligosacaridos, polisacaridos y similares.

Sera evidente que, tal como se utilizan aqui los términos "nucleésido” y "nucleétido" se refieren a nucledsidos y
nucleétidos que contienen no solamente las bases de purina y pirimidina convencionales, esto es, adenina (A), timina
(T, citosina (C), guanina (G) y uracilo (U), sino también formas protegidas de las mismas, por ejemplo, en las que la
base esta protegida con un grupo protector tal como acetilo, difluoroacetilo, trifluoroacetilo, isobutirilo o benzoilo, y
analogos de purina y pirimidina. Analogos adecuados seran conocidos para los experimentados en la técnica y estan
descritos en los textos y literatura pertinentes. Analogos comunes incluyen, pero no se limitan a, 1-metiladenina, 2-
metiladenina, N®-metiladenina, N©&-ispentil-adenina, 2-metilthio-Né-isopentiladenina, N,N-dimetiladenina, 8-
bromoadenina, 2-tiocitosina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, 5-etilcitosina, 4-acetilcitosina, 1-metilguanina, 2-
metilguanina, 7-metilguanina, 2,2-dimetilguanina, 8-bromo-guanina, 8-chloroguanina, 8-aminoguanina, 8-
metilguanina, 8-tioguanina, 5-fluoro-uracilo, 5-bromouracilo, 5-chlorouracilo, 5-iodouracilo, 5-etiluracilo, 5-propluracilo,
5-metoxiuracilo, 5-hidroximetiluracilo, 5-(carboxihidroximetil)uracilo, 5-(metil-aminometil)uracilo, 5-
(carboximetilaminometil)-uracilo, 2-thiouracilo, 5-metil-2-tiouracilo, 5-(2-bromovinilo)uracilo, uracilo-5-oxiaceticacido,
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acido uracil-5-oxiacético metil éster, pseudouracilo, 1-metilpseudouracilo, queosina, inosina, 1-metilinosina,
hipoxantina, xantina, 2-aminopurina, 6-hidroxiaminopurina, 6-tiopurina y 2,6-diaminopurina.

Ademas, los términos "nucledsido” y "nucleétido” incluyen aquellas unidades estructurales que contienen no solamente
azlucares de ribosa y desoxirribosa convencionales, sino también otros azlcares. Nucledsidos o nucleétidos
modificados incluyen también modificaciones sobre la unidad estructural de azucar, por ejemplo, en los que uno o mas
de los grupos hidroxilo son reemplazados con atomos de halégeno o grupos alifaticos, o estan funcionalizados como
éteres, aminas o similares.

Tal como se utiliza aqui, el término "oligonucle6tidos" serd genérico para polidesoxinucleétidos (que contienen 2-
desoxi-D-ribosa), a polirribonucleétidos (que contienen D-ribosa), a cualquier otro tipo de polinucleétido que es un N-
glicésido de una base de purina o pirimidina, y a otros polimeros que contienen estructuras no nucleotidicas, con la
condicion de que los polimeros contengan niicleos bases en una configuracién que permita el apareamiento de bases
y el apilamiento de bases, tal como se encuentra en ADN y ARN. Asi, estos términos incluyen tipos conocidos de
modificaciones de oligonucledtidos, por ejemplo, sustitucion de uno o mas nuclettidos de origen natural con un
analogo, modificaciones internucleétidos tales como, por ejemplo, aquellas con enlaces no cargados (por ejemplo,
metil fosfonatos, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, etc.), con enlaces negativamente cargados (por ejemplo,
fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), y con enlaces cargados positivamente (por ejemplo, aminoalquilfosforamidatos,
aminoalquilfosfotriésteres), aquellos que contienen unidades estructurales pendientes, tales como, por ejemplo,
proteinas (incluyendo nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos de sefalizacion, poli-L-lisina, etc.), aquellos con
intercaladores (por ejemplo, acridina, psoraleno, etc.). Aquellos que contienen quelantes (por ejemplo, metales,
metales radioactivos, boro, metales oxidantes, etcétera). No hay una distincién prevista en longitud entre los términos
"Polinucleétidos" y "oligonucleétidos”, y estos términos seran utilizados de forma intercambiable. Estos términos se
refieren solamente a la estructura primaria de la molécula. Tal como se utilizan aqui los simbolos para nucleétidos y
polinucleétidos estan de acuerdo con las recomendaciones de la IUPAC-IUB Commission of Biochemical
Nomenclature recommendations (Biochemistry 9:4022, 1970).

Moléculas "peptidicas" se refieren a péptidos, fragmentos de péptidos, y proteinas, esto es, oligdbmeros o polimeros
en los que los mondémeros constituyentes son alfa aminoacidos enlazados a través de enlaces amida. Los aminoacidos
de las moléculas peptidicas presentes incluyen los veinte aminoacidos convencionales, estereoisémeros (por ejemplo,
D-aminoacidos) de los aminoacidos convencionales, aminoacidos no naturales tales como, aminoacidos disustituidos,
N-alquil aminoacidos, &acido lactico, y otros aminoacidos no convencionales. Ejemplos de aminoacidos no
convencionales incluyen, pero no se limitan a, - alanina, naftilalanina, 3 piridilalanina, 4-hidroxiprolina, O-fosfoserina,
N-acetilserina, N-formilmetionina, 3- metilhistidina, 5-hidroxilisina y nor-leucina.

El término "fluido" tal como se utiliza aqui se refiere a materia que es no sélida o al menos parcialmente gaseosa y/o
liquida. Un fluido puede contener un sélido que estd minima, parcial o completamente solvatado, dispersado o
suspendido. Ejemplos de fluidos incluyen, sin limitacion, liquidos acuosos (incluyendo agua per se y agua salada) y
liquidos no acuosos tales como solventes organicos y similares. Tal como se utiliza aqui, el término "fluido" no es
sinénimo con el término "tinta" en cuanto una tinta debe contener un colorante y puede no ser gaseosa y/o liquida.

El término "reservorio" tal como se utiliza aqui se refiere a un receptaculo o cdmara para mantener o contener un
fluido. Asi, un fluido en un reservorio necesariamente tiene una superficie libre, esto es, una superficie que permite
gue una gotita sea eyectada desde el mismo.

El término "sustrato" tal como se utiliza aqui se refiere a cualquier material que tiene una superficie sobre la cual
pueden depositarse uno 0 mas fluidos. El sustrato puede ser construido en cualquiera de un cierto nimero de formas
tales como obleas, laminas, placas de pozo, membranas, por ejemplo. Ademas, el sustrato puede ser poroso 0 no
poroso segun se requiera para cualquier deposicion de fluido en particular. Materiales de sustrato adecuado se
incluyen, pero no se limitan a, soportes que se utilizan tipicamente para sintesis quimica en fase solida, por ejemplo,
materiales poliméricos (por ejemplo, poliestireno, acetato de polivinilo, cloruro de polivinilo, polivinil pirrolidona,
poliacrilonitrilo, poliacrilamida, metacrilato de polimetilo, politetrafluoretileno, polietileno, polipropileno, fluoruro de
polivinilideno, policarbonato, polimeros basados en divinilbenceno estireno), agarosa (por ejemplo, Sepharose®),
dextrano (por ejemplo, Sephadex®), polimeros de celulosa y otros polisacaridos, materiales de silice y basadas en
silice, vidrio (particularmente vidrio de poro controlado, o "CPG") y vidrios, ceramicas funcionalizados y sustratos tales
tratados con recubrimientos de superficie, por ejemplo, con polimeros microporosos (particularmente polimeros
celulésicos tales como nitrocelulosa), compuestos metalicos (particularmente aluminio microporoso), o similares. A la
vez que los materiales de soporte anteriores son representativos de sustratos usados de forma convencional, debe
entenderse que el sustrato puede en efecto comprender cualquier material biolégico, no biolégico, organico y/o
inorganico, y puede estar en cualquiera de una gran variedad de formas fisicas, por ejemplo, particulas, tiras,
precipitados, geles, laminas, tubos, esferas, contenedores, capilares, almohadillas, secciones, peliculas, placas,
laminas, y similares, y puede tener adicionalmente cualquier forma deseada, tal como un disco, cuadrado, esfera,
circulo, etcétera. La superficie de sustrato puede o puede no ser plana, por ejemplo, la superficie puede contener
regiones elevadas o deprimidas.
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El término "modificacién de superficie" tal como se utiliza aqui se refiere a la alteracién quimica y/o fisica de una
superficie mediante un proceso aditivo o0 sustractivo para cambiar una o mas propiedades quimicas y/o fisicas de una
superficie de sustrato o un sitio o region seleccionado de una superficie de sustrato. Por ejemplo, la modificaciéon de
superficie puede involucrar (1) cambiar las propiedades de humectaciéon de una superficie, (2) funcionalizar una
superficie, esto es, proveer, modificar o sustituir grupos funcionales de la superficie, (3) desfuncionalizacion de una
superficie, esto es, eliminar grupos funcionales de la superficie, (4) alterar de alguna otra manera la composicién
quimica de una superficie, por ejemplo, a través de grabado, (5) incrementar o disminuir la rugosidad de la superficie,
(6) proveer un recubrimiento sobre una superficie, por ejemplo, un recubrimiento que exhiba propiedades de
humectacion que sean diferentes de las propiedades de humectacion de la superficie, y/o (7) depositar particulas
sobre una superficie.

La reivindicacién 1 es pertinente a un dispositivo para eyectar aclsticamente una gotita a través de un sitio designado
sobre una superficie de sustrato. El dispositivo puede comprender medios para posicionar el eyector en relacion de
acoplamiento acustico con cada uno de los reservorios, si hay mas de un reservorio presente.

Se sabe que la eyeccion de gotitas desde la superficie libre de un fluido ocurre cuando se enfoca energia acUstica de
intensidad suficiente a través del medio fluido sobre la superficie del fluido. La relacion de la distancia desde el medio
de fluido al punto focal del medio de fluido con respecto al tamafio de la apertura a través de la cual pasa la energia
acustica hacia el medio fluido es el nimero F. Los lentes que tienen un numero F menor de 1 generan haces acusticos
enfocados con precisién y la distancia focal de tal lente es mas corta que la anchura de la apertura del lente. El
comportamiento de la eyeccion de gotas a partir de lentes con nimeros F muy cercanos a 1 es bien conocida en la
técnica. En particular, las relaciones entre el tamafio del haz enfocado y el tamafio de gota resultante son bien
entendidos, asi como las relaciones que gobiernan la sensibilidad de la eyeccion a la altura del fluido (esto es, a la
colocacion relativa de la superficie de fluido con respecto al plano focal del haz acuUstico). También se entienden
relativamente bien los factores que gobiernan la aparicion de eyeccion de gotitas secundaria indeseada (conocida
como gotas satélite).

Estas relaciones en muchos casos limitan el rendimiento de la eyeccién de gotas, o limitan la flexibilidad para construir
un sistema fisico para eyectar gotas de un tamafio diferente, etc., o colocar restricciones fuertes sobre la tolerancia de
un sistema de eyeccion a la variacion de ciertos parametros criticos, tales como la localizacién de la superficie de
fluido con respecto al plano focal del haz acustico. Ademas, al utilizar una onda acustica de enfoque apretadamente
limita de forma natural la capacidad de eyectar gotas desde la parte superior de una capa de fluido de altura h, cuando
el haz acustico debe pasar a través de una apertura de anchura sustancialmente menor que h, en el fondo de la capa
de fluido. Tal configuracion es de interés para muchas aplicaciones, particularmente cuando los reservorios para
contener el fluido que va a ser eyectado tiene la forma de placas de pozo convencionalmente utilizadas y
comercialmente disponibles. Placas de pozo 1536 tipicas de Greiner tienen relaciones de altura a abertura de 3.3
(5H/1.53A mm). Las placas de Greiner y NUNC en formato 384 varian de 3 a 4 (5.5H/1.84A mm y 11.6H/2.9A mm).

El uso de lentes débilmente focalizables, esto es, un lente que tiene un nidmero F mayor que aproximadamente 2,
extiende la capacidad de eyeccién para eyectar gotas a través de una capa de fluido a través de la apertura en el
fondo del reservorio que contiene el fluido. Sorprendentemente, también se ha encontrado que el proceso de eyeccion
utilizando un lente de nimero F grande es significativamente diferente de los procesos observados utilizando lentes
con nimero F mas bajo. Estas diferencias, las cuales son bastante novedosas e inesperadas, extienden la flexibilidad
y utilidad del uso de ondas acusticas enfocadas en la eyeccion de gotitas y la manipulacion desde una superficie de
fluido. Lentes con F # inferiores, esto es, F1, pueden ser utilizados en tanto la apertura del reservorio tenga un
didametro que sea suficiente para dar como resultado que la relacidon de la distancia efectiva desde la apertura a la
seccion transversal de la apertura sea mayor que aproximadamente 2:1. El uso de tales lentes es indeseable puesto
gue tales lentes dan como resultado una variacion en la cantidad de energia acustica como funcion de la profundidad
del fluido, incrementando por lo tanto la sensibilidad de la energia de umbral de eyeccién aparente a la altura de fluido.
Tales métodos también son no preferidos como, en aplicaciones en el que el reservorio es un pozo en una placa de
pozos, la energia acustica que es absorbida en pozo variara en virtud de la apertura estrecha lo que puede, después
de una refraccion significativa, pasar indeseable e imprevisiblemente hacia el reservorio e interferir con la eyeccién de
gotitas.

Esquematicamente, un lente acustico y un haz enfocado tipicos se ven como se muestra en la Figura 1. La Figura 1A
ilustra el perfil general de la superficie del fluido en el momento de la separacidn de la gota, para excitacién utilizando
un lente 2 acustico de nimero F bajo. En la figura 1A, el haz 4 aclstico enfocado es enfocado en la superficie del
fluido 6. Como lo discute Elrod et al. (1989) J. Appl. Phys. 65(9):3441-3447, el tamafio del haz enfocado para una
explosién acustica de 3 dB es del orden de 1.02 * F * A, donde A es la longitud de onda acustica. Asi, para un lente
de nimero F1 (F1), una explosion acustica de 3 dB tiene un tamafio de haz enfocado casi igual a la longitud de onda
acustica. Es bien sabido que para el lente F1, la gota 8 resultante es aproximadamente igual en tamafio al haz
enfocado. Este resultado tiene sentido fisico, puesto que el haz enfocado revela que ese haz enfocado puede
considerarse como generador de una columna, o chorro de fluido que se eleva de la superficie libre debido a la presién
de radiacion de la onda acustica que actla sobre la superficie. Puesto que la columna de fluido es apenas del tamafio
del haz enfocado en alcance lateral, la bien conocida inestabilidad de chorros de fluido de Rayleigh lleva la expectativa
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de que tal columna produciria una gotita de un tamafio comparable al del chorro, y por lo tanto al del haz acustico
enfocado.

Como se indica en la Figura 1B, los resultados cuando se utiliza un lente 10 de nimero F mas alto difieren
sustancialmente de lo que podria esperarse cuando se alcanza el entendimiento general de que la eyeccion de gotita
de F1 como se discutia mas arriba. En este caso, la apertura mas grande produce en efecto un haz acustico enfocado
gue tiene una dimensioén lateral mas grande. Sin embargo, la gota primaria que es eyectada es considerablemente
menor en tamafio que el haz enfocado que la produce. Como un ejemplo, cuando se utiliza un lente F3 a una frecuencia
acustica de 30 MHz, se esperaria que una gotita primaria tuviera un diametro comparable con la dimensién lateral del
haz acustico enfocado. A 30 MHz, la longitud de onda acustica del agua es 50 ym, dando como resultado un haz
acustico enfocado que tiene un diametro de 153 um. Inesperadamente, el didmetro real de una gotita producida bajo
estas condiciones es de 54 um, correspondiente relativamente a la frecuencia acustica y no al diametro del haz
acustico enfocado. Se han obtenido resultados similares para lentes F4 también.

El hecho de que tales gotas relativamente pequefias puedan ser producidas con una lente de nimero F mas alto tiene
un gran valor practico, puesto que, para el mismo tamafo de apertura, se puede eyectar desde una capa de fluido de
mayor altura (como se indica en la Figura 1B). Utilizando un lente de enfoque débilmente permite que se proyecte el
punto focal méas alla en una columna de fluido donde bien la apertura o el plano de entrada para la energia acustica
esta limitado en tamafio. Por ejemplo, considérese la base de un pozo Greiner 1536 cuyo alcance es 1.53 mm. La
estrechez del pozo limita la dimensién fisica del haz acUstico que entra a la columna de liquido contenida dentro del
pozo puesto que los haces acusticos que son mas anchos que la base del pozo da como resultado la generacién
indeseada de un patron complejo de refraccion en las paredes del pozo. La altura de las paredes en tal pozo es 5 mm,
mas de 3 veces la dimension de la base. Utilizando un lente F1 y manteniendo el alcance de la energia acustica dentro
de la base del pozo, la profundidad de la cual el lente podria efectuar la eyeccion estaria sustancialmente por debajo
de 2 mm. Por lo tanto, el fluido no podria ser eyectado desde el pozo si el pozo estuviese lleno mas de la mitad. En
contraste, utilizando un lente de enfoque débil tal como un lente F3, la altura total del liquido estaria dentro del rango
del foco.

Adicionalmente, la capacidad para eyectar gotas comparables a la longitud de onda acustica utilizando un lente de
numero F mas alto permite una latitud mas amplia en la fijacion de la localizacién de la superficie del fluido, con
respecto al plano focal del haz acustico. Esto se debe a que la profundidad del foco del haz varia en funcién del
cuadrado del nimero F. Asi, usando un lente de niumero F mas grande, el haz esta sustancialmente mas cerca del
foco para una distancia mas larga a lo largo de su direccion de propagacion y hay un rango mas grande a lo largo del
eje de propagacion en el cual la superficie del fluido es relativa al plano focal del haz acustico dando como resultado
la formacion de una gotita. Utilizando un lente F3 a 30 MHz, se ha observado que se eyectara una gota primaria sobre
un rango de 1mm de profundidad de fluido, dentro de una ventana de 1 dB de potencia acustica incidente. Este es un
rango sustancialmente mas grande que el esperado utilizando un lente F1 para producir una gota comparable. Tal
mejora en la latitud de la altura de fluido, a la vez que mantiene el tamafio de la gotita, es de gran significado practico
puesto que muchas aplicaciones de dispensacion se benefician de tener un volumen de gota altamente repetible.

A la vez que no se desea limitarse por la teoria, el resultado inesperado de que las gotitas que tengan un diametro
mucho mas pequefio que el tamafio del haz acistico enfocado puedan ser producidas utilizando un nimero de lente
F mas grande se debe presumiblemente a detalles sutiles de la inestabilidad de Rayleigh que es responsable de su
formacion. Puede haber algun papel jugado por la generacién de arménicos no lineales en la regién focal del haz
acustico. El comportamiento novedoso del proceso de formacion de gotitas utilizando lentes de numero F mas alto da
como resultado otras caracteristicas Utiles también. Una de estas es la capacidad de sintonizar el volumen de fluido
eyectado por rafaga de tono, tamafio de gotita y/o velocidad de gotita para un lente transductor acustico dados,
variando la frecuencia acustica, la duracion de la rafaga de tono y/o la potencia acuUstica aplicada. La variacion de
estos parametros, bien sea separadamente, o en combinacion, permite una eyeccion de fluido controlada con
precision. A continuacion se presenta una breve discusion de cada uno de estos parametros.

Variacion de la potencia acustica:

En aplicaciones tradicionales de lentes F1, la alteracién de la potencia acustica ha servido como un medio para variar
la velocidad de eyeccion. Un nivel de potencia excesivamente alto da como resultado la eyeccién de gotitas
secundarias o “satélite”. Inesperadamente, las gotas secundarias o satélite que se forman utilizando lentes de nimero
F mas alto tienen propiedades que difieren de las formadas utilizando un lente de nimero F mas bajo. Por ejempilo, la
gota secundaria formada utilizando un lente F1 con agua es tipicamente mucho mas pequefa que la gota primaria.
En el caso de un lente F3, la gota secundaria puede ser mucho mas grande que la gota primaria. Adicionalmente, el
tamafio de la gotita satélite cambia dramaticamente con la duracién de la excitacion de rafaga de tono RF y/o la
frecuencia acustica y bajo algunas condiciones, la gotita secundaria puede ser mucho mas pequefia que la gotita
primaria. Este comportamiento inusual puede ser explotado para controlar ampliamente el rango de volimenes
eyectado utilizando un evento de eyeccion acustico individual. Por ejemplo, si tanto las gotas primarias como las
secundarias son eyectadas y depositadas juntas, se ha observado que el volumen total de ambas gotas varia en un
rango de aproximadamente 40 pL hasta aproximadamente 700 pL, esto es, mas de 1750%.
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Se ha observado que para un lente F3 de 25 MHz, a lo largo de un rango de alturas de fluido, la eyeccién de gota
secundaria (satélite) no ocurre hasta que la potencia aclstica de entrada es muchos dB por encima del umbral de
energia para la eyeccion de la gota primaria. Especificamente, se ha encontrado que la aplicacion de potencia acustica
a 0.8 dB por encima del umbral de eyeccion corresponde a una potencia acUstica donde solamente se inyecta la gota
primaria, y 1.6 dB por encima del umbral corresponde a una potencial en la que las gotas primaria y satélite son
eyectadas. Estos parametros variaran segin las condiciones especificas utilizadas. El rango grande estable en el que
solamente una gotita individual es eyectada es de gran beneficio practico puesto que, en general, se desea que
solamente se eyecte la gota primaria, y la presencia de una gota secundaria (satélite) se considera altamente
indeseable. Las Figuras 7, 8 y 9 ilustran graficamente los efectos de variacién de la potencia acustica.

Variacién de la frecuencia acustica:

Como se discutio anteriormente, la variacion de la frecuencia acustica permite la variacion significativa en el rango de
volumen de fluido eyectado cuando la potencia acUstica aplicada es suficiente para eyectar gotas tanto primaria como
secundaria. La variacién de la frecuencia acuUstica sola cuando se eyectan solamente gotitas primarias tiene un efecto
solamente limitado sobre el volumen de la gotita pero incrementa la velocidad de la gotita. Las figuras 9 y 10 ilustran
la variacion tanto en la velocidad de la gotita como en el tamafio de la gotita a 26, 30 y 34 MHz, utilizando potencia de
entrada variable.

Variacion de la duracién de la rafaga de tono:

Como se discutié mas arriba, la variacion de la duracién acistica potencia significativamente la variaciéon en el rango
de volumen de fluido eyectado cuando la potencia acustica aplicada es suficiente para eyectar gotitas tanto primaria
como secundaria. La variacion de la duracion de la rafaga de tono cuando se eyectan solamente gotitas primarias es
capaz de variar el diametro de la gotita en aproximadamente 40%, correspondiente a un cambio en el volumen de
gotita de tanto como 300%. Alternativamente, la variacion de la duracion de la rafaga de tono puede utilizarse para
variar la velocidad de la gotita en mas de 100%. Las Figuras 4, 5, 6 y 7 ilustran graficamente los efectos de variacion
de la duracién de la rafaga de tono.

Desde luego, se entiende que las variaciones optimas de los parametros discutidos anteriormente dependeran de los
fluidos y lentes especificos seleccionados y tales modificaciones caen perfectamente dentro de las capacidades de
una persona experimentada en la técnica.

Realizaciones ilustradas:

La Figura 2 ilustra una realizacion del dispositivo de la invencion en vista transversal simplificada. Como sucede con
las figuras referenciadas aqui en las cuales partes similares son referenciadas por numerales similares, la Figura 2 no
esta a escala, y ciertas dimensiones pueden ser exageradas en busca de claridad de la presentacion. El dispositivo
31 incluye una pluralidad de reservorios, esto es, al menos dos reservorios, con un primer reservorio indicado en 33y
un segundo reservorio indicado en 35, adaptado cada uno para contener un fluido que tiene una superficie de fluido,
por ejemplo, un primer fluido 34 y un segundo fluido 36 que tienen superficies de fluido indicados respectivamente en
37 y 39. Los fluidos 34 y 36 pueden ser el mismo o diferentes. Como se muestra, los reservorios son sustancialmente
de construccion idéntica de manera que sean sustancialmente indistinguibles acusticamente, pero la construccién
idéntica no es un requisito. Los reservorios se muestran como componentes retirables separados, pero si se desea,
pueden estar fijados dentro de una placa u otro sustrato. Por ejemplo, la pluralidad de reservorios puede comprender
pozos individuales en una placa de pozos, éptimamente aunque no necesariamente dispuestos en un arreglo. Cada
uno de los reservorios 33 y 35 es preferiblemente simétrico axialmente como se muestra, teniendo paredes 41 y 43
verticales que se extiende mas arriba desde las bases 45 y 47 circulares del reservorio y terminando en aberturas 49
y 31, respectivamente, aunque pueden utilizarse otras formas de reservorio. El material y espesor de cada base de
reservorio deberia ser tal que la radiacion acustica pueda ser transmitida a través del mismo y hacia el fluido contenido
dentro de los reservorios.

El dispositivo también incluye un eyector 53 acustico que comprende un generador 55 de radiaciéon acustica para
generar radiacion acustica y un medio 57 de enfoque para enfocar la radiacion acustica en un punto focal dentro del
fluido desde el cual se va a eyectar una gotita, cerca de la superficie del fluido. Como se muestra en la Figura 3, el
medio 57 de enfoque puede comprender una pieza so6lida sencilla que tiene una superficie 59 concava para enfocar
la radiacion acustica, pero el medio de enfoque puede ser construido de otras formas como se discute mas adelante.
El eyector 53 acustico esta adaptado asi para generar y enfocar la radiacion acustica de tal manera que se eyecte una
gotita de fluido desde cada una de las superficies 37 y 39 de fluido cuando se acoplan aclUsticamente a los reservorios
33y 35y asialos fluidos 34 y 36, respectivamente. El generador 55 de radiacién acustica y el medio 57 de enfoque
pueden funcionar como una unidad individual controlada por un controlador individual, o pueden ser controlados
independientemente dependiendo del rendimiento deseado del dispositivo. Tipicamente, se prefieren disefios de
eyectores individuales frente a disefios de eyectores miltiples porque la exactitud de la colocacién y consistencia de
la gotita en tamafio y velocidad de la gotita se logran mas facilmente con un eyector individual.
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Como sera evidente para los expertos en la técnica, cualquiera de una variedad de medios de enfoque puede
emplearse en conjuncion con la presente invencién en tanto el lente tenga un nimero F de mas de aproximadamente
2. Por ejemplo, pueden utilizarse una o mas superficies curvadas para dirigir la radiacién acustica a un punto focal
cercano a una superficie de fluido. Una técnica tal esta descrita en la Patente de los Estados Unidos No. 4,308,547 de
Lovelady et al. Se han incorporado medios de enfoque con una superficie curvada en la construccion de transductores
acusticos disponibles comercialmente tales como los manufacturados por Panametrics Inc. (Waltham, MA). Ademas,
los lentes Fresnel son conocidas en la técnica para dirigir energia acustica a una distancia focal predeterminada desde
un objeto plano. Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 5,041,849 de Quate et al. Los lentes Fresnel
pueden tener un perfil de fase radial que difracte una porcidn sustancial de energia acustica hacia un orden de
difraccién predeterminado en angulos de difraccion que varian radialmente con respecto al lente. Los angulos de
difraccion deberian ser seleccionados para enfocar la energia acustica dentro del orden de difraccién sobre un plano
de objeto deseado.

También hay un cierto nimero de maneras de acoplar actsticamente el eyector 53 a cada reservorio individual y asi
al fluido dentro del mismo. Una de tales metodologias es a través del contacto directo tal como se describe, por
ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos No. 4,308,547 de Lovelady et al., en donde un medio de enfoque
construido a partir de un cristal hemiesférico que tiene electrodos segmentados es sumergido en un liquido que va a
ser eyectado. La patente antes mencionada divulga adicionalmente que los medios de enfoque pueden ser
posicionados en o por debajo de la superficie del liquido. Sin embargo, esta metodologia para acoplar acusticamente
el medio de enfoque al fluido es indeseable cuando el eyector se utiliza para eyectar fluidos diferentes en una pluralidad
de contenedores o reservorios, puesto que se requeriria limpieza repetida del medio de enfoque con el fin de evitar
contaminacion cruzada. El proceso de limpieza alargaria necesariamente el tiempo de transicion entre cada evento
de eyeccion de gotita. Ademas, en tal método, el fluido se adheriria al eyector a medida que es retirado de cada
contenedor, desperdiciando material que puede ser costoso o escaso.

Asi, una metodologia preferida seria acoplar actusticamente el eyector a los reservorios y fluidos del reservorio sin
poner en contacto ninguna porcion del eyector, por ejemplo, el medio de enfoque, con ninguno de los fluidos que va a
ser eyectado. Con este fin, la presente invencién provee un medio de posicionamiento opcional del eyector para
posicionar el eyector en acoplamiento acustico controlado y repetible con cada uno de los fluidos en los reservorios
para eyectar gotitas desde los mismos sin sumergir el eyector en el mismo. Esto involucra tipicamente un contacto
directo o indirecto entre el eyector y la superficie externa de cada reservorio. Cuando se utiliza contacto directo con el
fin de acoplar acusticamente el eyector a cada reservorio, se prefiere que el contacto directo sea completamente
conformado para asegurar una transferencia de energia acustica eficiente. Esto es, el eyector y el reservorio deberian
tener superficies correspondientes adaptadas para hacer coincidir el contacto. Asi, si se alcanza el acoplamiento
acustico entre el eyector y el reservorio a través del medio de enfoque, es deseable que el reservorio tenga una
superficie externa que corresponda al perfil de superficie del medio de enfoque. Sin un contacto conformado, la eficacia
y la exactitud de la transferencia de energia acustica pueden verse comprometida. Ademas, puesto que muchos
medios de enfoque tienen una superficie curvada, la metodologia de contacto directo puede requerir el uso de
reservorios que tengan una superficie inversa especialmente formada.

De forma Optima, el acoplamiento acustico se alcanza entre el eyector y cada uno de los reservorios a través de
contacto indirecto, como se ilustra en la Figura 2A. En la figura, un medio 61 de acoplamiento acustico es colocado
entre el eyector 63 y la base 45 del reservorio 33, localizados el eyector y el reservorio a una distancia predeterminada
uno de otro. El medio de acoplamiento acustico puede ser un fluido de acoplamiento acustico, preferiblemente un
material acusticamente homogéneo en contacto conformado con tanto el medio 67 de enfoque acustico como con
cada reservorio. Ademas, es importante asegurar que el medio fluido esta sustancialmente libre de material que tenga
propiedades acusticas diferentes que el medio de fluido mismo. Como se muestra, el primer reservorio 33 esta
acoplado acusticamente al medio 67 de enfoque acuUstico de tal forma que el generador de radiacion acustica genera
una onda acustica, la cual a su vez es dirigida por el medio 67 de enfoque hacia el medio 61 de acoplamiento acustico,
el cual transmite entonces la radiacion acustica al reservorio 33.

Durante la operacion, los reservorios 33 y 35 del dispositivo son llenados cada uno con primero y segundo fluidos 34
y 36, respectivamente, como se muestra en la Figura 2. El eyector 53 acustico es posicionable por medio de un medio
63 de posicionamiento del eyector, mostrado por debajo del reservorio 33, con el fin de alcanzar acoplamiento acustico
entre el eyector y el reservorio a través del medio 61 de acoplamiento acustico. El sustrato 65 esta posicionado por
encima y en proximidad al primer reservorio 33 de tal manera que una superficie del sustrato, mostrada en la Figura 2
como superficie 71 en el lado inferior, esta frente al reservorio y es sustancialmente paralela a la superficie 37 del
fluido 44 dentro del mismo. Una vez que el eyector, el reservorio y el sustrato estan en alineamiento apropiado, se
activa el generador 55 de radiacién acustica para producir radiacion acustica que es dirigida hacia el medio 57 de
enfoque a un punto 67 focal cerca a la superficie 37 de fluido del primer reservorio. Como resultado, la gotita 69 es
eyectada desde la superficie 37 del fluido sobre un sitio designado en la superficie 71 inferior del sustrato. La gotita
eyectada puede ser retenida sobre la superficie del sustrato solidificandose sobre el mismo después del contacto; en
tal realizacion, es necesario mantener el sustrato a una temperatura baja, esto es, una temperatura que de como
resultado la solidificacién de la gotita después del contacto. Alternativamente, o ademas, una unidad estructural



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 265153813

molecular dentro de la gotita se une a la superficie del sustrato después del contacto, a través de adsorcion,
inmovilizacidn fisica, o enlace covalente.

Luego, como se muestra en la Figura 2B, un medio 70 de posicionamiento de sustrato reposiciona el sustrato 65 sobre
el reservorio 35 con el fin de recibir una gotita desde el mismo en un segundo sitio designado. La Figura 2B también
muestra que el eyector 53 ha sido reposicionado por el medio 63 del posicionamiento del eyector por debajo del
reservorio 35y en relacion de acoplamiento acustico al mismo por virtud del medio 61 de acoplamiento acustico. Una
vez que se ha alineado apropiadamente, como se muestra en la Figura 2B, el generador 55 de radiacion acustica del
eyector 53 es activado para producir radiacion acustica que es dirigida entonces por medios 57 de enfoque a un punto
focal dentro del fluido 36 cercana a la superficie 39 del fluido, eyectando por lo tanto la gotita 73 sobre el sustrato. Es
evidente que tal operacion es ilustrativa de cémo el dispositivo de la invencién puede ser utilizado para eyectar una
pluralidad de fluidos desde los reservorios con el fin de formar un patron, por ejemplo, un arreglo, sobre la superficie
71 del sustrato. Debe ser igualmente evidente que el dispositivo puede ser adaptado para eyectar una pluralidad de
gotitas desde uno o mas reservorios sobre el mismo sitio de la superficie de sustrato. En otra realizacion, el dispositivo
es construido de tal manera que permita la transferencia de fluidos entre placas de pozo, en cuyo caso el sustrato
comprende una placa de pozos de sustrato, y los reservorios que contienen fluidos son pozos individuales en una
placa de pozos de reservorio. La Figura 3 ilustra tal dispositivo, en el cual cuatro pozos 33, 35, 93 y 95 individuales en
la placa 32 de pozos de reservorio sirven como reservorios de fluido para contener un fluido que va a ser eyectado, y
el sustrato comprende una placa 65 de pozos mas pequefia para cuatro pozos individuales indicados en 75, 76, 77 y
78. Aunque la placa de sustrato esta representada como un placa de pozos mas pequefia que la placa de pozos de
reservorio, esto no debe considerarse como una limitacion, puesto que la transferencia puede tener lugar entre placas
de pozo de cualesquiera dos tamafios. La Figura 3A ilustra la placa de pozos del reservorio y la placa de pozos de
sustrato en una vista plana superior. Como se muestra, cada una de las placas de pozo contiene cuatro pozos
dispuestos en un arreglo de dos en dos. La Figura 3B ilustra el dispositivo de la invencién en el cual la placa de pozos
de reservorio y la placa de pozos de sustrato se muestran en una vista en seccién transversal a lo largo de los pozos
33, 35y 75, 77, respectivamente. Como sucede en la Figura 2, los pozos 33 y 35 de reservorio contienen fluidos 34 y
36 respectivamente que tienen superficies de fluido indicadas respectivamente en 37 y 39. En los materiales y el
disefio de los pozos de la placa de pozos del reservorio son similares a los de los reservorios ilustrados en la Figura
2. Por ejemplo, los pozos de reservorio mostrados en la Figura 3B son de construccion sustancialmente idéntica de
manera gque sean acusticamente indistinguible de manera sustancial. En esta realizacién también, las bases de los
reservorios son de un material y espesor de tal manera que permitan la transmision eficiente de radiacion acistica a
través de los mismos hacia el fluido contenido dentro de los reservorios.

El dispositivo de la Figura 3 incluye también un eyector 53 acustico que tiene una construccion similar a la del eyector
ilustrado en la Figura 2, esto es, el eyector estd compuesto de un medio 55 de generacién acustica y un medio 57 de
enfoque. La Figura 3B muestra el eyector acoplado acusticamente a un pozo de reservorio a través de contacto
indirecto; esto es, un medio 61 de acoplamiento acustico esta colocado entre el eyector 63 y la placa 32 de pozos de
reservorio, esto es, entre la superficie 59 curvada del medio 57 de enfoque acustico y la base 45 del primer pozo 33
de reservorio. Como se muestra, el primer pozo 33 de reservorio esta acoplado acUsticamente al medio 67 de enfoque
acustico de tal manera que la radiacion acustica generada en una direccién en general hacia arriba es dirigida por el
medio 67 de enfoque hacia el medio 61 de acoplamiento acustico, el cual transmite entonces la radiacion acustica al
pozo 33 de reservorio.

Durante la operacion, cada uno de los pozos de reservorio esta lleno preferiblemente con un fluido diferente. Como se
muestra, los pozos 33 y 35 del reservorio del dispositivo estan llenos cada uno con un primer fluido 34 y un segundo
fluido 36, como la Figura 2, para formar superficies 37 y 39 de fluido, respectivamente. La Figura 3A muestra que el
eyector 63 esta posicionado por debajo del pozo 33 de reservorio mediante un medio 63 de posicionamiento del
eyector con el fin de alcanzar acoplamiento acustico con el mismo a través del medio 61 de acoplamiento acustico. El
primer pozo 75 de sustrato de la placa 65 de pozos de sustrato esta posicionado por encima del primer pozo 33 del
reservorio con el fin de recibir una gotita eyectada desde el primer pozo de reservorio. Una vez que el eyector, el
reservorio del sustrato estan en alineamiento apropiado, el generador de radiacién acustica es activado para producir
una onda acustica que es enfocada por el medio de enfoque para dirigir la onda acustica al punto 67 focal cerca a la
superficie 37 del fluido. Como resultado, la gotita 69 es eyectada desde la superficie 37 de fluido hacia el primer pozo
75 de sustrato de la placa 65 de pozos de sustrato. La gotita es retenida en la placa de pozos de sustrato
solidificandose sobre el mismo después del contacto, en virtud de la baja temperatura a la cual se mantiene la placa
de pozos de sustrato. Esto es, la placa de pozos de sustrato estd asociada preferiblemente con un medio de
enfriamiento (no mostrado) para mantener la superficie de sustrato a una temperatura que da como resultado la
solidificacion de la gotita después del contacto.

Luego, como se muestra en la Figura 3C, la placa 65 del pozo de sustrato es reposicionada por un medio 70 de
posicionamiento de sustrato de tal forma que el pozo 77 de sustrato esta localizado directamente sobre el pozo 35 de
reservorio con el fin de recibir una gotita desde el mismo. La Figura 3C también muestra que el eyector 53 ha sido
reposicionado por debajo del pozo 35 de reservorio por el medio de posicionamiento del eyector de tal manera que se
acople acusticamente al eyector y el reservorio a través del medio 61 de acoplamiento acustico. Puesto que la placa
de pozos del sustrato y la placa de pozos de reservorio tienen tamafios diferentes, solamente hay correspondencia,
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no identidad, entre el movimiento del medio de posicionamiento del eyector y el movimiento de la placa de pozos de
sustrato. Una vez se ha alineado apropiadamente como se muestra en la Figura 3C, el generador 55 de radiacion
acustica del eyector 53 es activado para producir una onda acustica que es dirigida entonces por el medio 57 de
enfoque a un punto focal cerca de la superficie 39 de fluido desde la cual se eyecta la gotita 73 sobre el segundo pozo
de la placa de pozos de sustrato. Deberia ser evidente que tal operacion es ilustrativa de cémo el dispositivo de la
invencion puede ser utilizado para transferir una pluralidad de fluidos desde una placa de pozos a otra de un tamafio
diferente. Una persona de experiencia normal en el arte, reconocera que este tipo de transferencia puede llevarse a
cabo incluso cuando tanto el eyector como el sustrato estan en movimiento continuo. Debe ser ademas evidente que
una variedad de combinaciones de reservorios, placas de pozo y/o sustratos puede utilizarse en el uso de dispositivos
de la invencion para acoplarse en la transferencia de fluidos. También debe ser evidente adicionalmente que cualquier
reservorio puede ser llenado con un fluido a través de la eyeccién acustica antes de desplegar el reservorio para
transferencia de fluidos adicionales, por ejemplo, para deposicion de arreglos.

Como se discutio anteriormente, bien sea reservorios individuales, por ejemplo, retirables, o placas de pozo pueden
utilizarse para contener fluidos que van a ser eyectados, en los que los reservorios o los pozos de la placa de pozos
son de manera preferible sustancialmente indistinguibles aclsticamente uno de otro. También, a menos que se
pretenda que el eyector este sumergido en el fluido que va a ser eyectado, los reservorios o placas de pozo deben
tener propiedades de transmision acustica suficientes para permitir que la radiacion acustica del eyector sea
transportada a las superficies de los fluidos que van a ser eyectados. Tipicamente, esto involucra proveer reservorios
0 bases de pozos que sean suficientemente delgadas para permitir que la radiacién acustica viaje a través de los
mismos sin disipacion inaceptable. Ademas, el material utilizado en la construccién de los reservorios debe ser
compatible con los fluidos contenidos en los mismos. Asi, si se pretende que los reservorios 0 pozos contengan un
solvente organico tal como acetonitrilo, polimeros que se disuelvan o difundan en acetonitrilo serian inadecuados para
el uso en la formacion de los reservorios o placas de pozo. Para fluidos basados en agua, hay un cierto nimero de
materiales adecuados para la construccién de los reservorios se incluyen, pero no se limitan a, ceramicas tales como
oxido de silicio y 6xido de aluminio, metales tales como acero inoxidable y platino, y polimeros tales como poliéster y
politetrafluoroetileno.

Muchas placas de pozos adecuadas para uso en el dispositivo de la invencién estan disponibles comercialmente y
pueden contener, por ejemplo, 96, 384 0 1536 pozos por placa de pozos. Los fabricantes de placas bien adecuadas
para uso en el dispositivo de la invencién incluyen Corning Inc. (Coming, New York) y Greiner America, Inc. (Lake
Mary, Florida). Sin embargo, la disponibilidad de tales placas de pozo disponibles comercialmente no evita la
manufactura y el uso de placas de pozos hechas localmente que contengan al menos aproximadamente 10.000 pozos,
0 tanto como 100.000 pozos o mas. Para aplicaciones de formacion de arreglos, se espera que puedan emplearse
aproximadamente de 100.000 a aproximadamente 4.000.000 de reservorios. Ademas, con el fin de reducir la cantidad
de movimiento necesario para alinear el eyector con cada reservorio 0 pozo de reservorio, es preferible que el centro
de cada reservorio esté localizado no mas de aproximadamente 1 centimetro, preferiblemente no mas de
aproximadamente 1 milimetro y de manera éptima no méas de aproximadamente 0.5 milimetros de cualquier otro centro
de reservorio.

Ademas, el dispositivo puede ser adaptado para eyectar fluidos de virtualmente cualquier tipo y cantidad deseados. El
fluido puede ser acuoso y/o no acuoso. Los fluidos no acuosos incluyen, por ejemplo, agua, solventes organicos y
liquidos lipidicos y, debido a que la invencién se adapta facilmente para uso con altas temperaturas, pueden ser
utilizados fluidos tales como metales liquidos, materiales ceramicos y vidrios; véase, por ejemplo, solicitud de patente
de los Estados Unidos copendiente publicada No. US 2002/0037375 ("Focused Acoustic Energy Method and Device
for Generating Droplets of Immiscible Fluids") inventores Ellson, y Mutz, y Foote, publicada el 28 de marzo del 2002,
y asignada a Picoliter, Inc. (Mountain View, California). La capacidad de producir gotitas finas de tales materiales en
agudo contraste con la tecnologia piezoeléctrica, hasta ahora puesto que los sistemas piezoeléctricos se comportan
de manera subdptima a temperaturas elevadas. Adicionalmente, debido a la precision que es posible utilizando la
tecnologia de la invencién, el dispositivo puede ser utilizado para eyectar gotitas de un reservorio adaptado para
contener no mas de aproximadamente 100 nanolitros de fluido, preferiblemente no mas de 10 nanolitros de fluido. En
ciertos casos, el eyector puede ser adaptado para eyectar una gotita de un reservorio adaptado para contener
aproximadamente de 1 a 100 nanolitros de fluido. Esto es particularmente util cuando el fluido que va a ser eyectado
contiene biomoléculas raras o costosas, en el que puede ser deseable eyectar gotitas que tengan un volumen de hasta
aproximadamente 1 picolitro. La capacidad de los lentes con nUmeros F grandes para eyectar gotas de reservorios en
donde la relacién de la distancia a la superficie del fluido es mucho mayor que la apertura contenida dentro de la base
del reservorio, esto es, 3 a 5 veces mayor, permite la eyeccion de gotitas adaptadas para contener entre 0.01 picolitros
a 20 picolitros.

De lo anterior, es evidente que diversos componentes del dispositivo pueden requerir control o sincronizacion individual
para formar un arreglo sobre un sustrato. Por ejemplo, el medio de posicionamiento del eyector puede ser adaptado
para eyectar gotitas desde cada reservorio en una secuencia predeterminada asociada con un arreglo que va a ser
preparado sobre una superficie de sustrato. De manera similar, el medio de posicionamiento del sustrato para
posicionar en la superficie de sustrato con respecto al eyector pueda adaptarse para posicionar la superficie del
sustrato para recibir gotitas en un patron o arreglos sobre el mismo. Uno cualquiera o ambos medios de
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posicionamiento, esto es, el medio de posicionamiento del eyector y el medio de posicionamiento de sustrato, pueden
ser construidos a partir de, por ejemplo, palancas, poleas, engranajes, una combinacién de los mismos, u otros medios
mecanicos conocidos para una persona de experiencia normal en la técnica. Es preferible asegurar que hay una
correspondencia entre el movimiento del sustrato, el movimiento del eyector, y la activacion del eyector para asegurar
una formacién de patrén apropiada.

Ademas, el dispositivo puede incluir otros componentes que potencian el rendimiento. Por ejemplo, tal como se hizo
alusion mas arriba, el dispositivo puede comprender adicionalmente medios de enfriamiento para disminuir la
temperatura de la superficie del sustrato para asegurar, por ejemplo, que las gotitas eyectadas se adhieran al sustrato.
Los medios de enfriamiento pueden ser adaptados para mantener la superficie del sustrato a una temperatura que
permita que el fluido se solidifique parcial o preferiblemente de forma sustancial después de que el fluido entre en
contacto con el mismo. En el caso de fluidos acuosos el medio de enfriamiento deberia tener la capacidad de mantener
la superficie del sustrato a aproximadamente 0°C. Ademas, la aplicacion repetida de energia acuUstica a un reservorio
de fluido puede dar como resultado el calentamiento del fluido. El calentamiento desde luego puede dar como resultado
cambios indeseados en las propiedades de fluido tales como viscosidad, tensién superficial y densidad. Asi, el
dispositivo puede comprender adicionalmente medios para mantener el fluido en los reservorios a una temperatura
constante. El disefio y construccidon de tal medio para mantenimiento de la temperatura son conocidos para una
persona normal en la técnica y pueden comprender, por ejemplo, componentes tales como un elemento de
calentamiento, un elemento de enfriamiento, o una combinaciéon de los mismos. Para muchas aplicaciones de
deposicion biomolecular, se desea en general que el fluido que contiene las biomoléculas se mantenga a una
temperatura constante sin desviarse mas de aproximadamente 1°C o 2°C de la misma. Ademas, para un fluido
biomolecular que es particularmente sensible al calor, se prefiere que el fluido sea mantenido a una temperatura que
no exceda aproximadamente 10°C por encima el punto de fusion del fluido, preferiblemente a una temperatura que no
exceda aproximadamente 5°C por encima el punto de fusion del fluido. Asi, por ejemplo, cuando el fluido que contiene
la biomolécula es acuoso, puede ser 6ptimo mantener el fluido a aproximadamente 4°C durante la eyeccion.

El dispositivo de la invencién permite la eyeccion de gotitas a una rata de al menos aproximadamente 1.000.000 de
gotitas por minuto desde el mismo reservorio, y a una rata de al menos aproximadamente 100.000 gotas por minuto
desde diferentes reservorios. Ademas, la tecnologia de posicionamiento actual permite que el medio de
posicionamiento del eyector se mueva de un reservorio a otro rapidamente y de manera controlada, permitiendo de
esta manera una eyeccion rapida y controlada de los diferentes fluidos. Esto es, la tecnologia actual disponible
comercialmente permite que el eyector sea movido desde un reservorio al otro, con acoplamiento acustico repetible y
controlado en cada reservorio, en menos de aproximadamente 0.1 segundo para un medio de posicionamiento de alto
rendimiento y en menos de aproximadamente 1 segundo para un medio de posicionamiento ordinario. Un sistema
disefiado a medida permitira que el eyector sea movido de un reservorio a otro con acoplamiento acustico repetible y
controlado en menos de aproximadamente 0.01 segundos. Con el fin de proveer un sistema disefiado a la medida es
importante tener en mente que hay dos clases basicas de movimiento: pulso y continuo. El movimiento en pulsos
involucra etapas discretas de movimiento de un eyector hacia la posicién, emitiendo energia acustica, y moviendo el
eyector a la siguiente posicion; de nuevo utilizando un medio de posicionamiento de alto rendimiento con tal método
permite acoplamiento acustico repetible y controlado en cada reservorio en menos de 0.1 segundos. Un disefio de
movimiento continuo, por otro lado, mueve el eyector y los reservorios de manera continua, aunque no a la misma
velocidad y provee eyeccion durante el movimiento. Puesto que la anchura del pulso es muy corta, este tipo de proceso
permite transiciones de reservorio por encima de 10 Hz, e incluso transiciones de reservorio por encima de 1.000 Hz.

Debe entenderse que a la vez que la invencion ha sido descrita en conjuncién con las realizaciones especificas
preferidas, la descripcién anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencion. Otros aspectos, ventajas y
modificaciones seran evidentes para los experimentados en la técnica a la cual es pertinente la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo para eyectar acusticamente una gotita de fluido desde un reservorio hacia un sitio designado sobre
una superficie de sustrato, que comprende:

(&) unreservorio (33) adaptado para contener un fluido (34) que tiene una base y tiene una apertura en su base que
permite la conduccién de energia acuUstica a través del mismo en una manera sustancialmente uniforme, teniendo
dicha apertura una anchura en seccion transversal; y

(b) un eyector (53) que comprende un generador (55) de radiacidon acustica para generar radiacion acustica y un
medio (57) de enfoque capaz de enfocar la radiacién acustica generada a un punto (67) focal cerca de la superficie
del fluido a través de la apertura en la base del reservorio para emitir una gotita (69) de fluido desde el reservorio,

en el que la relacion de distancia entre el punto focal y la apertura de la anchura de la seccién transversal de la apertura
es mayor que 2:1.

2. El dispositivo de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente:

(c) un medio para posicionar el eyector (53) en relacion de acoplamiento acustico con el reservorio (33).

3. El dispositivo de la reivindicacion 1, en el que dicha relacion es mayor que 3:1.

4. El dispositivo de la reivindicacion 1, en el que dicha relacion es mayor que 4:1.

5. El dispositivo de la reivindicacion 2, que comprende una pluralidad de reservorios adaptado cada uno para contener
un fluido, y en el que el dispositivo es capaz de eyectar una gotita de fluido desde cada uno de la pluralidad de
reservorios hacia una pluralidad de sitios designados sobre la superficie de sustrato.

6. El dispositivo de la reivindicacién 5, en el que cada uno de los reservorios es retirable desde el dispositivo.

7. El dispositivo de la reivindicacion 5, en el que cada reservorio comprende un pozo individual en una placa de pozos.

8. El dispositivo de la reivindicacién 5, en el que el sitio designado sobre la superficie de sustrato comprende un pozo
individual en una placa de pozos.

9. El dispositivo de la reivindicacion 5, en el que los reservorios estan dispuestos en un arreglo.
10. El dispositivo de la reivindicacion 5, en el que los reservorios son sustancialmente indistinguibles acusticamente.

11. El dispositivo de la reivindicacién 5, en el que al menos uno de los reservorios esta adaptado para contener no
mas de aproximadamente 100 nanolitros de fluido.

12. El dispositivo de la reivindicacion 5, en el que al menos uno de los reservorios contiene un fluido.

13. El dispositivo de la reivindicacion 12, en el que cada reservorio contiene un fluido diferente.

14. El dispositivo de la reivindicacion 12, en el que al menos uno de los reservorios contiene un fluido acuoso.
15. El dispositivo de la reivindicacion 12, en el que al menos uno de los reservorios contiene un fluido no acuoso.

16. El dispositivo de la reivindicacién 12, en el que al menos uno de los reservorios contiene dos fluidos
sustancialmente inmiscibles.

17. El dispositivo de la reivindicacion 15, en donde el fluido no acuoso comprende un solvente organico.

18. El dispositivo de la reivindicacion 17 en el que el solvente organico es seleccionado del grupo consistente de
hidrocarburos halogenados, alcoholes, aldehidos, amidas, aminas, acidos carboxilicos, ésteres, éteres, hidrocarburos
halogenados, hidrocarburos, lactamas, nitrilos, nitratos organicos, sulfuros organicos y mezclas de los mismos.

19. El dispositivo de la reivindicaciéon 12, donde al menos uno de los reservorios que contiene fluido contiene una
biomolécula.
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20. El dispositivo de la reivindicacion 19, en el que la bimolécula es seleccionada del grupo consistente de nucleétidos,
péptidos, oligbmeros y polimeros.

21. El dispositivo de la reivindicacion 19, en el que la biomolécula esta unida a una célula.

22. El dispositivo de la reivindicacion 5, en el que el medio de posicionamiento esta adaptado para reposicionar
repetidamente al eyector de tal manera que permita la eyeccion de una gotita desde cada uno de los reservorios.

23. El dispositivo de la reivindicacion 5, que comprende adicionalmente un medio para mantener un fluido en cada
reservorio a una temperatura constante.

24. El dispositivo de la reivindicacion 22, que comprende adicionalmente un medio de posicionamiento de sustrato
para posicionar la superficie de sustrato con respecto al eyector.

25. El dispositivo de la reivindicaciéon 1, que comprende adicionalmente medios de enfriamiento para disminuir la
temperatura de la superficie de sustrato.

26. El dispositivo de la reivindicacion 25, en el que el medio de enfriamiento estd adaptado para mantener la superficie
de sustrato a una temperatura que produce que el fluido depositado se solidifique sustancialmente después de entrar
en contacto con la superficie de sustrato.

27. El dispositivo de la reivindicacion 2, en el que la relacién de acoplamiento acUstico comprende posicionar el eyector
de tal manera que la radiacién acuUstica es generada y enfocada externa al reservorio.

28. El dispositivo de la reivindicaciéon 27, en el que la relacion de acoplamiento acustico entre el eyector y el fluido en
el reservorio se establece proveyendo un medio acusticamente conductor entre el eyector y el reservorio.

29. El dispositivo de la reivindicacion 5, que comprende un eyector sencillo.

30. El dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el medio de enfoque
tiene un nimero F mayor que 2.

31. El dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el medio de enfoque
tiene un nimero F de 3 0 4.

32. Un método para eyectar un fluido desde un reservorio de fluido hacia sitios designados sobre una superficie de
sustrato, que comprende:

(a) proveer un dispositivo que consiste de:

(i) un reservorio que contiene un primer fluido, teniendo dicho reservorio una base y una apertura en su base que
permite la conduccién de energia acuUstica a través del mismo en una manera sustancialmente uniforme, teniendo
dicha apertura una anchura de seccion transversal; y

(ii) un eyector que comprende un generador de radiaciéon acustica para generar radiacion acistica y un medio de
enfoque capaz de enfocar la radiacion acustica generada en un punto (67) focal a través de la apertura en la base del
reservorio para emitir una gotita desde una superficie del primer fluido contenido dentro del reservorio de fluido,

en el que larelacion de la distancia entre el punto focal y la apertura con respecto a la anchura de la seccién transversal
de la apertura es mayor que 2:1;

(b) posicionar el eyector de tal manera que esté en relacion acusticamente acoplada con el reservorio que contiene el
fluido, en el que la posicion del eyector sitia el medio de enfoque de tal manera que la energia acustica es enfocada
en el punto (67) focal cerca a la superficie del primer fluido; y

(c) activar el eyector para generar radiacion acustica enfocada por el mismo eyectando una gotita del primer fluido
desde el reservorio.

33. El método de la reivindicacion 32, en el que dicha relaciéon es mayor que 3:1.

34. El método de la reivindicacion 32, en el que dicha relaciéon es mayor que 4:1.
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35. El método de la reivindicacion 32, en el que el dispositivo comprende una pluralidad de reservorios adaptado cada
uno para contener un fluido, y en el que el dispositivo es capaz de eyectar una gotita de fluido desde cada uno de la
pluralidad de reservorios hacia una pluralidad de sitios designados sobre la superficie de sustrato y el método
comprende adicionalmente:

(d) posicionar el eyector de tal manera que esté en relacion acusticamente acoplada con un segundo reservorio que
contiene un segundo fluido; y

(e) activar el eyector como en la etapa (b) para eyectar una gotita del segundo fluido desde el segundo reservorio
hacia un segundo sitio designado sobre la superficie de sustrato.

36. El método de la reivindicacion 35, en el que dos gotitas son eyectadas durante al menos una de las etapas (c) o

(e).

37. El método de la reivindicacion 32, en el que antes de la etapa (c) una duracion de rafaga de tono de radiacién
acustica es seleccionada de manera que sea suficiente para alcanzar un tamafio de gotita deseado y durante la etapa
(c) el eyector es activado de tal manera que genere una rafaga de tono de radiacion acuUstica de la duracion
seleccionada, mediante la cual se eyecta una gotita del tamafio deseado.

38. El método de la reivindicacién 32, en el que antes de la etapa (c) se selecciona una duracion de rafaga de tono de
radiacion acustica que es suficiente para alcanzar una velocidad de gotita deseada y durante la etapa (c) el eyector
es activado de tal manera que genere una rafaga de tono de radiacion acustica de la duracién seleccionada, mediante
lo cual se eyecta una gotita a la velocidad de gotita deseada.

39. El método de la reivindicacién 35, en el que antes de la etapa (c) se selecciona una duracion de rafaga de tono de
radiacion acustica que es suficiente para alcanzar un tamafio de gotita deseada y durante la etapa (c) el eyector es
activado de tal manera que genere una rafaga de tono de radiacién acustica de la duracion seleccionada, con lo cual
se eyecta una gotita del tamafio deseado.

40. El método de la reivindicacién 35, en el que antes de la etapa (c) se selecciona una duracién de rafaga de tono de
radiacion acustica que es suficiente para alcanzar una velocidad de gotita deseada y durante la etapa (c) el eyector
es activado de tal manera que genere una rafaga de tono de radiacién acustica de la duracién seleccionada, con lo
cual se eyecta una gotita a la velocidad de gotita deseada.

41. El método de la reivindicacion 35, que comprende adicionalmente repetir las etapas (d) y (e) con uno o mas
reservorios adicionales que contienen fluido.

42. El método de la reivindicacion 36, en el que al menos dos gotitas eyectadas son depositadas en el mismo sitio
designado sobre la superficie de sustrato.

43. El método de la reivindicacion 42, en el que las dos gotitas eyectadas son depositadas como primera y segunda
gotitas y la segunda gotita es mas grande que la primera gotita.

44. El método de la reivindicacion 35, en el que cada una de las gotitas eyectadas tienen un volumen de
aproximadamente hasta 1 picolitro.

45. El método de la reivindicacion 35, que comprende adicionalmente, antes de cada etapa de activacion del eyector,
medir el nivel de fluido en el reservorio en relacién aclsticamente acoplada con el eyector.

46. El método de la reivindicacion 45, en el que cada etapa de medicién se lleva a cabo acusticamente.

47. El método de la reivindicacion 46, en el que cada etapa de medicion se lleva a cabo utilizando radiacién acustica
del eyector.
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