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DESCRIPCION
Un método para analizar un liquido
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo Técnico

La presente invencion se refiere a un método para analizar un liquido, y mas particularmente, a un método
para analizar un liquido que se aplica al ensayo bioquimico y ensayo inmunoldgico.

Descripcion de Técnica Relacionada

Las tiras analiticas convencionales usadas en ensayos bioquimicos o inmunolégicos normalmente tienen un
sustrato o una tabla base provista de un canal o un canal microfluidico. Mientras tal canal esta tipicamente bordeado
por un material no absorbente, y la viscosidad de la muestra de fluido a analizar es normalmente alta porque la
muestra esta principalmente compuesta por proteinas o carbohidratos, parte de la muestra de fluido tiende a
adherirse a la superficie del canal y no reaccionara. Tal caso, si sucede, no solamente provocara desventajosamente
la pérdida de la muestra de fluido a analizar, sino que también afectara negativamente a la precisién de los ensayos
cuantificativos.

Ademas, la tira analitica convencional puede facilitar el flujp de la muestra de fluido por canales
microfluidicos para que la muestra de fluido se entregue a través de la fuerza capilar ejercida por las estructuras de
tales canales con el area de reaccion. Ofra técnica alternativa para entregar la muestra de fluido incluye la aplicacion
de una fuerza impulsora, tal como con medios de presurizacion, en el momento en el que la muestra de fluido se
introduce en el canal para que la muestra de fluido se propulse al area de reaccion a través del canal. Sin embargo,
cualquiera de las dos técnicas anteriormente mencionadas tiende a causar burbujas de aire que ocurren después de
que la muestra de fluido se haya introducido en el canal. Estas burbujas, ya sean grandes o pequefias, bloquearan el
canal y daran como resultado resultados inexactos de analisis.

Ademas, el proceso de fabricacién de los canales o canales microfluidicos en los sustratos actuales
normalmente incluye moldeo, formacion por inyeccién o impresién, usando procesos caros de fabricacion con troquel
tales como micro-manufacturacion o LIGA (abreviatura de “Litographie GalVanoformung Abformung” o “Litografia,
Galvanizacion y Conformado” en espafiol) que, unido al temprano desgaste y desgarre de moldes, aumenta el coste
total incurrido en la fabricacion de tiras analiticas.

W02004/086042A1 describe un dispositivo de andlisis con multiples canales, que incluye una pluralidad de
canales grabados en un material poroso. El material poroso esta provisto de agentes espesantes inmovilizados en el
mismo.

Ahmad et al. analiza en “Efectos del grosor de fundicién de membrana en el control de la estructura macro
vacia en la membrana de nitrocelulosa de flujo lateral y determinacién de sus caracteristicas” (SCRIPTA
MATERIALIA, ELSEVIER, vol. 57, n° 8, 2007-07-28, p. 743-746) la influencia del grosor de una capa de nitrocelulosa
en las propiedades dinamicas de una muestra de fluido.

Comenzando con WO 2004/086042A1, es el objeto de la presente invencién proporcionar un método para
analizar una muestra de fluido dando como resultado un resultado fiable de analisis en base a una cantidad minima
de muestra de fluido.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

El objeto anteriormente mencionado se resuelve con el método para analizar una muestra de fluido de
acuerdo con la reivindicacién 1. Las mejoras ventajosas de la presente invencién son el contenido de las
reivindicaciones dependientes.

Con el fin de superar los fallos anteriormente mencionados, la presente invenciéon proporciona un método
para analizar un liquido que se aplica para detectar un analito especifico en una muestra de fluido. El método
comprende las etapas de:

(1) proporcionar un sustrato que tiene una superficie superior concavamente formada con al menos un
canal. El canal comprende una primera area, una segunda area y una tercera area y estas tres areas estan
conectadas secuencialmente. Cada una de la segunda y tercera area tiene una capa de nitrocelulosa
formada en las partes inferiores de las mismas. Ambas capas de nitrocelulosa tienen una conformacion de
matriz hueca. La segunda area esta configurada para entregar la muestra de fluido y la tercera area esta
configurada donde la muestra de fluido reacciona. La capa de nitrocelulosa de la segunda area comprende
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un grosor medio que no es mayor que el grosor medio de la capa de nitrocelulosa de la tercera area. La
capa de nitrocelulosa de la tercera area es capaz de absorber un volumen fijo de la muestra de fluido.
Ademas, se forma un material de reaccién en la conformacion de matriz hueca de las capas de
nitrocelulosa;

(2) aplicar la muestra de fluido a la primera area del sustrato, para que la segunda area y después la tercera
area entreguen la muestra de fluido;

(3) absorber el volumen fijo de la muestra de fluido por la capa de nitrocelulosa de la tercera area; y

(4) permitir que el material de reaccion en la tercera area y el analito especifico en la muestra de fluido
reaccionen y produzcan una sefial.

Por ello, un objeto principal de la presente invencion es proporcionar un método para analizar un liquido
que se aplica para detectar un analito especifico en una muestra de fluido, donde el método comprende proporcionar
un sustrato formado con un canal que tiene capas absorbentes de nitrocelulosa. Debido a que la nitrocelulosa tiene
una capacidad absorbente volumétrica constante se permite de este modo que pueda realizarse un ensayo
cuantitativo controlando el volumen de las capas de nitrocelulosa.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un método para analizar un liquido que se aplica para
detectar un analito especifico en una muestra de fluido, donde el método comprende proporcionar un sustrato
formado con un canal que tiene capas de nitrocelulosa de conformacién de matriz hueca, que es capaz de destruir
las burbujas de aire en la muestra de fluido cuando la muestra de fluido fluye a través de la matriz hueca, asi como
impedir que las burbujas bloqueen el canal o el canal microfluidico del sustrato. De este modo, puede asegurarse un
resultado preciso del ensayo cuantitativo.

BREVE DESCRICPION DE LAS VARIAS VISTAS DE LOS DIBUJOS

La invencion asi como un modo preferente de uso, mas objetos y ventajas de la misma se entenderan
mejor con referencia a la siguiente descripcion detallada de una realizacion ilustrativa en conjunto con los dibujos
acompafiantes, donde:

Fig. 1 es un diagrama de flujo de un método para analizar un liquido que se aplica para detectar un analito
especifico en una muestra de fluido de acuerdo con una realizacion preferente de la presente invencion;

Fig. 2 es una vista esquematica en perspectiva de un sustrato proporcionado en el método para analizar un
liqguido que se aplica para detectar un analito especifico en una muestra de fluido de acuerdo con la
realizacion preferente de la presente invencion;

Fig. 3 es una vista esquematica en seccién del sustrato proporcionado en el método para analizar un liquido
que se aplica para detectar un analito especifico en una muestra de fluido de acuerdo con la realizacién
preferente de la presente invencion;

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion desvela un método para analizar un liquido que se aplica para detectar un analito
especifico en una muestra de fluido en la que los principios fisicos y quimicos asi como las técnicas de aplicacion de
solucion implicadas son bien conocidos por aquellos expertos en la técnica. Por lo tanto, una descripcion detallada
de tales principios y técnicas se omite en el presente documento por motivos de brevedad. Ademas, los dibujos
referenciados en la siguiente descripcion no estan dibujados a escala real y no es necesario que asi sea porque
pretenden demostrar caracteristicas de la presente invencion solamente esquematicamente.

En referencia a la Fig. 1, de acuerdo con una realizacion preferente de la presente invencion, un método
para analizar un liquido que se aplica para detectar un analito especifico en la muestra de fluido comprende las
siguientes etapas.

En la etapa 1, se proporciona un sustrato 10. En referencia a la Fig. 2, el sustrato 10 tiene una superficie
superior 100 concavamente provista de al menos un canal 11. El canal 11 incluye una primera area 111, una
segunda area 112 y una tercera area 113. Estas tres area 111, 112, y 113 estan conectadas secuencialmente. El
sustrato 10 esta preferentemente hecho de un material biocompatible. Por favor hagan ahora referencia la Fig. 3,
que es una vista en seccion del sustrato 10 tomada a lo largo de una linea A-A en la Fig. 2. Las capas de
nitrocelulosa 1121 y 1131, cada una con una conformacion de matriz hueca, estan formadas en las partes inferiores
de la segunda y tercera area 112 y 113, respectivamente. La segunda area 112 esta configurada para entregar una
muestra de fluido y la tercera area 113 esta donde la muestra de fluido reacciona. La capa de nitrocelulosa 1121
tiene un grosor medio Da que no es mayor que el grosor medio Db de la capa de nitrocelulosa 1131. Debido a que la
nitrocelulosa tiene una capacidad absorbente volumétrica constante, la capa de nitrocelulosa 1131 puede absorber
un volumen constante de la muestra de fluido. Ademas, la conformaciéon de matriz hueca de las capas de
nitrocelulosa 1121 y 1131 contiene un material de reaccidon cuya composicién varia de las categorias de analitos en
la muestra de fluido que se detectaran.
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En la etapa 2, una muestra de fluido se aplica a la primera area 111 del sustrato 10, para que las segunda
area 112 y después la tercera area 113 entreguen la muestra de fluido.

En la etapa 3, la capa de nitrocelulosa 1131 de la tercera area 113 absorbe el volumen fijo de la muestra de
fluido.

En la etapa 4, el material de reaccion en la tercera area 113 reacciona con el analito especifico en la
muestra de fluido para producir una sefal para deteccion. La sefial puede ser una sefial luminiscente, una sefal
fluorescente, una sefal fotoabsorbente o una sefial eléctrica.

Ademas, con el fin de reducir la influencia del efecto capilar ejercido entre los canales y la muestra de
fluido, la configuracién del canal 11 desvelado en la presente invencién no es similar a la del micro-canal
convencional. Preferentemente, una anchura Wa de la segunda area 112 y una anchura Wb de la tercera area 113
son al menos 0,3 mm.

Las capas de nitrocelulosa 1121 y 1131 estén formadas de la siguiente manera. Para empezar, se mezcla
un polvo de nitrocelulosa con un disolvente organico que contienen ésteres y cetonas para formar una solucion de
nitrocelulosa. Después, la solucion de nitrocelulosa se vierte en las partes inferiores de la segunda y tercera area
112 y 113 en un proceso de fundicion. Después del secado, la capa de nitrocelulosa 1121 se forma en la parte
inferior de la segunda area 112 y la capa de nitrocelulosa 1131 se forma en la parte inferior de la tercera area 113.
Para un mejor resultado del proceso de fundicioén, el canal 11 tiene preferentemente una aspereza de superficie que
oscila entre 3 pumy 50 pym.

Con el fin de obtener una matriz hueca con una mejor estructura, el polvo de nitrocelulosa se mezcla con
disolvente organico que contiene ésteres y cetonas preferentemente en una proporcién volumétrica de 1:9. Debido a
que la nitrocelulosa tiene una capacidad absorbente volumétrica constante, el volumen requerido de la solucion de
nitrocelulosa puede derivarse del volumen deseado de la muestra de fluido que se absorbera y analizara antes de la
fundicion. Como resultado, el volumen requerido de la muestra de fluido de la tira analitica 1 se establecera de
manera fija, para que la tira analitica resultante 1 sea adecuada para un ensayo en un volumen pequefio.

Los materiales de reaccion en las capas de nitrocelulosa 1121 y 1131 pueden estar formados por las dos
siguientes maneras, donde una es la de formarse en capas de nitrocelulosa faciimente formadas y la otra la de
formarse simultaneamente con las capas de nitrocelulosa.

Los materiales de reaccion estan formados en capas de nitrocelulosa facilmente formadas de las
siguientes maneras. Una solucién de reaccidon que contiene el material de reaccion se inyecta en las capas de
nitrocelulosa 1121 y 1131 que ya se han formado facilmente. La solucién de reaccién se seca después mediante un
proceso de secado con aire o liofilizacion para que el material de reaccién se deje en las capas de nitrocelulosa 1121
y 1131 en forma de polvo.

Sin embargo, en una técnica alternativa, para formar los materiales de reaccién simultaneamente con las
capas de nitrocelulosa, la solucién de reaccion que contiene el material de reaccidén primero se mezcla con la
solucion de nitrocelulosa que comprende el polvo de nitrocelulosa y el disolvente organico que contiene ésteres y
cetonas, antes de que la mezcla resultante se funda en las partes inferiores de la segunda y tercera area 112y 113,
para que después del secado mediante secado con aire o liofilizacion, la solucién de nitrocelulosa se seque para
formar las capas de nitrocelulosa 1121 y 1131 mientras el material de reaccion se deja dentro en forma de polvo.

El método para analizar un liquido de la presente invencion puede aplicarse a ensayos bioquimicos o
ensayos inmunoldgicos. Como los analitos que se detectaran varian, se requieren diferentes ensayos, y los
diferentes ensayos producen diferentes sefiales. Por ejemplo, un ensayo bioquimico puede usar una enzima para
catalizar la reaccién entre analitos en la muestra de fluido a detectar y un reactivo quimico para producir una sefal
especifica para deteccion. Por lo tanto, con el fin de realizar el ensayo bioquimico, el material de reaccién contiene
una enzima adecuada y el correspondiente reactivo quimico. Por otro lado, si se desea detectar la presencia de una
cierta proteina, tal como a-fetoproteina, en un espécimen, sera necesario usar un anticuerpo con especificidad para
la proteina diana y el correspondiente reactivo quimico adecuado para el reconocimiento del anticuerpo para la
proteina diana, produciendo de este modo una sefial para deteccion. Como consecuencia, para realizar la deteccion
inmunolégica, el material de reaccién contiene tales reactivos inmunoldgicos como anticuerpos y los
correspondientes reactivos quimicos. De este modo, el sustrato 10 proporcionando en la presente invencion es
aplicable para la deteccion de varios compuestos en una variedad de especimenes bioldgicos, tales como orina,
sangre y otros especimenes fluidos.

La realizacion preferente de la presente invencién descrita anteriormente utiliza un sustrato formado con un
canal que tiene tres areas. Sin embargo, el método para analizar un liquido correspondiente a la presente invencién
puede también implementarse con un sustrato formado con un canal que tiene una cuarta area (no mostrada) para
alojar el exceso de la muestra de fluido en el canal, ademas de estar dispuesta secuencialmente después de la
primera, segunda y tercera area. La cuarta area también esta provista de una capa de nitrocelulosa que contiene un
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material de reaccion, y la conformacion y el método de formaciéon de la capa de nitrocelulosa, ingredientes y la
proporcién volumétrica preferente de la solucidon de nitrocelulosa que forma la capa de nitrocelulosa, y la
composicion del material de reaccion son similares a los desvelados en la realizaciéon preferente anterior y no se
repetiran en el presente documento.

La descripcion anterior pretende solamente demostrar la realizacion preferente de la presente invencion y
no limitar el alcance de la invencion. Ademas, como los contenidos desvelados en el presente documento deberian
entenderse faciimente y pueden implementarse por aquellos expertos en la técnica, todos los cambios vy
modificaciones equivalentes que no partan del espiritu de la presente invencién deberian estar incluidos en las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para analizar un liquido que se aplica para detectar un analito especifico en una muestra de fluido, que
comprende las etapas de:
proporcionar un sustrato (10) que tiene un canal (11) definido por un espacio céoncavo formado sobre una
superficie superior (100) del sustrato (10) para analizar una muestra de fluido que contiene el analito, donde
el canal (11) tiene una primera area (111), una segunda area (112) y una tercera area (113) que estan
conectadas secuencialmente, donde cada una de la segunda area (112) y tercera area (113) del canal (11)
tiene una parte inferior provista de una capa de nitrocelulosa (1121, 1131) que tiene una configuracion de
matriz hueca formada con una material de reaccion;
aplicar la muestra de fluido a la primera area (111) del canal (11) del sustrato (10;
entregar la muestra de fluido mediante la segunda area (112) configurada para absorber la muestra de
fluido que procede de la primera area (111) y entregar la muestra de fluido a la tercera area (113); y
detectar el analito en la muestra de fluido en la tercera area detectando sefiales generadas desde una
reaccion entre el material de reaccion y el analito en la muestra de fluido,
donde cada una de la segunda area (112) y la tercera area (113) tiene una anchura (Wa, Wb) de al menos
0,3 mm, y la capa de nitrocelulosa (1131) de la tercera area (113) es capaz de absorber un volumen
constante de la muestra de fluido para absorber un volumen constante de la muestra de fluido para
absorber un volumen fijo de la muestra de fluido que procede de la segunda area (112), teniendo la capa
de nitrocelulosa (1121) de la segunda area (112) un grosor medio (Da) que es inferior a un grosor medio
(Db) de la capa de nitrocelulosa (1131) de la tercer area (113).

2. El método para analizar un liquido como se reivindica en la Reivindicacion 1, donde las capas de nitrocelulosa
(1121, 1131) estan formadas mediante fundicién de una solucién de nitrocelulosa en las partes inferiores de la
segunda y tercera area (112, 113) seguido por un proceso de secado.

3. El método para analizar un liquido como se reivindica en la Reivindicacion 2, donde la solucion de nitrocelulosa se
forma mezclando un polvo de nitrocelulosa con un disolvente que contiene ésteres y cetonas.

4. El método para analizar un liquido como se reivindica en la Reivindicacion 1, donde el sustrato (10) esta hecho de
un material biocompatible.

5. El método para analizar un liquido como se reivindica en la Reivindicacién 1, donde el canal (11) tiene una
aspereza de superficie que oscila entre 3 pm y 50 pm.

6. El método para analizar un liquido como se reivindica en la Reivindicacion 2, donde el material de reaccion esta
en forma de polvo y se forma en la conformacion de matriz hueca de las capas de nitrocelulosa (1121, 1131)
inyectando una solucién de reaccion que contiene el material de reaccién en las capas de nitrocelulosa (1121, 1131)
seguido por un proceso de secado.

7. El método para analizar un liquido como se reivindica en la Reivindicacion 2, donde el material de reaccion esta
en forma de polvo y se forma en la conformacion de matriz hueca de las capas de nitrocelulosa (1121, 1131)
mezclando una solucién de reaccidén que contiene el material de reaccién con la solucién de nitrocelulosa seguido
por un proceso de secado para que la solucidon de nitrocelulosa forme las capas de nitrocelulosa (1121, 1131)
mientras el material de reaccién se deja en las capas de nitrocelulosa en forma de polvo.

8. El método para analizar un liquido como se reivindica en la Reivindicacién 1, donde el material de reaccién
comprende una enzima y un reactivo quimico.

9. El método para analizar un liquido como se reivindica en la Reivindicacién 1, donde el material de reaccién
comprende un anticuerpo y un reactivo quimico.

10. El método para analizar un liquido como se reivindica en la Reivindicacién 1, donde el canal (11) incluye ademas
una cuarta area que tiene una parte inferior formada con una capa de nitrocelulosa que tiene una conformacion de
matriz hueca para alojar el exceso de la muestra de fluido.

11. El método para analizar un liquido como se reivindica en la Reivindicacion 1, donde la sefal se selecciona del
grupo consistente en una sefial luminiscente, una sefal fluorescente y una sefial fotoabsorbente.

12. El método para analizar un liquido como se reivindica en la Reivindicacion 1, donde la sefial es una sefal
eléctrica.
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