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DESCRIPCION
Procedimiento de andlisis eléctrico

Campo de la técnica

La presente invencién se refiere a un procedimiento de analisis eléctrico. La expresion “andlisis” tal como se usa en
el presente documento incluye una deteccion para evaluar la presencia o la ausencia de una sustancia a analizar, y
una medicion para determinar de manera cuantitativa o semi-cuantitativa la cantidad de la sustancia a analizar.

Técnica antecedente

En los analisis de muestras bioldgicas tales como pruebas clinicas, se desea un procedimiento de analisis con una
alta precision y sensibilidad de deteccién, debido a que en muchos casos ha de medirse una cantidad traza de un
compuesto. Como un procedimiento de analisis de este tipo, para conseguir una alta sensibilidad de deteccion se ha
intentado no solo un procedimiento que utiliza una interaccion especifica, tal como una reaccién de antigeno-
anticuerpo y una reaccion de enzima-sustrato, sino también un procedimiento que utiliza una combinacion de la
misma con un analisis eléctrico.

Por ejemplo, la literatura de patente 1 divulga una combinacion de inmunocromatografia y un ensayo amperimétrico
de tipo de deteccion de intensidad, y la literatura de patente 2 divulga un biosensor en el que una proteina o una
enzima esta inmovilizada sobre la puerta de un transistor de efecto de campo o un transistor de electrén Unico. Estas
técnicas de la técnica anterior estan caracterizadas por detectar de manera directa un complejo formado sobre el
electrodo o la puerta mediante una interaccion especifica.

Ademas, en la literatura de no patente 1, la literatura de patente 3 y la literatura de patente 4, se divulgan
procedimientos que utilizan la deposicidon o adsorcidon sobre un sensor causada por una reaccion quimica, en lugar
de la utilizacién de una interaccion especifica.

La literatura de no patente 1 divulga un procedimiento en el que un ién plata disuelto en un liquido de reaccién se
reduce para depositar plata sobre un sensor, la plata se reoxida para generar un i6n plata, y el cambio
electroquimico durante la reoxidacién se detecta como un cambio en la intensidad.

La literatura de patente 3 divulga un procedimiento para determinar la concentracion o cantidad de una sustancia a
someter a ensayo en una muestra, usando un anticuerpo marcado en el que esta unida colinesterasa como una
enzima de marcado y medir la actividad de la colinesterasa, en el que la actividad enzimatica se detecta mediante la
adsorcion y la concentracion de un producto de reaccion de enzima, tiocolina, sobre un electrodo de metal noble y la
amplificacion de la sefial de intensidad generada mediante desorcion por reducciéon de la tiocolina a partir del
electrodo.

La literatura de patente 4 divulga un aparato y un procedimiento para determinar la cantidad de produccion o la tasa
de produccién de un compuesto de tiol que es un producto de una reaccién ciclica de un anticuerpo marcado con
enzima, como la tasa de adsorcion sobre un electrodo de oro formado sobre un transistor de efecto de campo de
puerta aislada.

En estas técnicas de la técnica anterior, cada reaccién quimica y cada deteccion eléctrica se llevan a cabo bajo
condiciones no de flujo.

La literatura de patente 5 divulga un biosensor para detectar una molécula implicada en una unién especifica de una
biomolécula, caracterizado por comprender (i) una parte de reaccion para llevar a cabo (a) una reacciéon de union
especifica y (b) una reaccion de enzima, (ii) una parte de deteccidon para hacer que reaccione una membrana de
material de oxidacion-reduccion con el producto de reaccion de oxidacion-reduccion generado mediante las
reacciones (a) y (b), y (iii) una parte de medicioén para determinar el cambio en la constante dieléctrica mediante la
medicién de un cambio en el estado del membrana de material de oxidacién-reduccion causado por la reaccién de la
misma con el producto de reaccion de oxidacién-reduccion.

En esta técnica de la técnica anterior, no se genera deposito alguno sobre el sensor, en una similar a las que se
divulgan en las literaturas de patente 1y 2.

[literatura de patente 1] publicacion de patente no examinada de Japon (Kokai) con N° 2001-153838
[literatura de patente 2] publicacion de patente no examinada de Japon (Kokai) con N° 10-260156
[literatura de patente 3] publicacion de patente no examinada de Japon (Kokai) con N° 2004-257996
[literatura de patente 4] publicacion de patente no examinada de Japon (Kokai) con N° 2007-263914
[literatura de patente 5] publicacion de patente no examinada de Japon (Kokai) con N° 2005-24483
[literatura de no patente 1] Analytical chemistry, (Estados Unidos), 2005, vol. 77, pags. 579-584
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Divulgacion de la invencién

Problemas a resolver por la invencion

A pesar de que se conocen estas técnicas de la técnica anterior, se desea un procedimiento de analisis con una
precision y sensibilidad de deteccion mas alta con el fin de medir una cantidad traza de un compuesto. Bajo las
circunstancias de que es conocimiento técnico comun que estos procedimientos de la técnica anterior que utilizan la
deposicion, precipitacion o adsorcidon sobre la parte de deteccion causada por reacciones quimicas en
procedimientos de analisis eléctrico deberian llevarse a cabo bajo condiciones no de flujo, desde el punto de vista de
promover la deposicion y similar, los inventores de la presente invencién encontraron que la precision y sensibilidad
de deteccion pueden mejorarse de manera significativa al llevar a cabo el analisis bajo condiciones de flujo, en
contradiccion con el conocimiento técnico comun.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion es la provision de un procedimiento de analisis con una precision y
sensibilidad de deteccidon mas alta que los procedimientos de la técnica anterior.

Medios para resolver los problemas

La presente invencion se refiere a:
[1] un procedimiento de analisis caracterizado por comprender las etapas de:

(a) hacer que reaccione una sustancia a analizar con por lo menos un socio especifico que muestra una
interaccion selectiva con la sustancia, convertir una sustancia soluble en una sustancia insoluble mediante
una reaccion de insolubilizacion, en correlacion con la cantidad de la sustancia a analizar contenida en una
muestra, y depositar la sustancia insoluble sobre una parte de deteccion, y

(b) analizar eléctricamente la sustancia insoluble depositada sobre la parte de deteccion,

en el que por lo menos la reaccion de insolubilizacion en la etapa (a) se lleva a cabo bajo condiciones de
flujo;

[2] el procedimiento de [1], en el que el socio especifico es una enzima;
[3] el procedimiento de [1], en el que la etapa (a) comprende:

(1) formar un complejo que comprende una sustancia a analizar, un socio especifico que muestra una
interaccion selectiva con la sustancia, y una sustancia de marcado, en correlacion con la cantidad de la
sustancia a analizar contenida en una muestra, y

(2) convertir una sustancia soluble en una sustancia insoluble mediante una reaccion de insolubilizacion
causada de manera directa o indirecta por la sustancia de marcado contenida en el complejo formado, y
depositar la sustancia insoluble sobre una parte de deteccion,

en el que por lo menos la etapa (2) se lleva a cabo bajo condiciones de flujo;

[4] el procedimiento de [3], en el que la sustancia de marcado es una hidrolasa;

[5] el procedimiento de [4], en el que la hidrolasa es fosfatasa alcalina;

[6] el procedimiento de [1] a [5], en el que la reaccién de insolubilizaciéon es una reaccion de oxidacién-reduccion;
[7] el procedimiento de [1] a [6], en el que la sustancia soluble esta seleccionada de entre un idn inorganico, un
idén organico, un sustrato de enzima o su producto de reaccion, y un colorante;

[8] el procedimiento de [7], en el que la sustancia soluble es un i6n de metal;

[9] el procedimiento de [8], en el que el idbn de metal es un i6n plata;

[10] el procedimiento de [1] a [9], en el que la parte de deteccidn esta compuesta de uno cualquiera de un metal,
un polimero, carbono, una estructura de nanotubos, grafito o sustancia inorganica, o una combinacion de los
mismos;

[11] el procedimiento de [1] a [10], en el que la parte de deteccion tiene una o mas estructuras tridimensionales
que tienen una forma similar a un angulo agudo;

[12] el procedimiento de [1] a [11], en el que el socio especifico esta inmovilizado sobre la parte de deteccion;
[13] el procedimiento de [1] a [12], en el que las condiciones de flujo son un flujo forzado o un flujo espontaneo;
[14] el procedimiento de [1] a [13], en el que el procedimiento de analisis que comprende la etapa de analisis
eléctrico es un analisis amperimétrico;

Efectos de la invencién

De acuerdo con la presente invencién, puede llevarse a cabo un analisis con una precision y sensibilidad de
deteccion mas alta en comparacién con la técnica anterior.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un dibujo que muestra una serie de reacciones utilizando en una realizacion del procedimiento de
analisis de la presente invencion.
La figura 2 es una vista en planta que muestra de manera esquematica la parte de electrodo construida en el
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Ejemplo 1.

La figura 3 es una vista en planta que muestra de manera esquematica el patron de mascara usado en la
construccion de la parte de electrodo que se muestra en la figura 2.

La figura 4 es una vista en perspectiva que muestra de manera esquematica la unidad de biosensor construida
en el Ejemplo 1.

La figura 5 es un dibujo que muestra de manera esquematica el procedimiento de produccion de la unidad de
biosensor que se muestra en la figura 4.

La figura 6 es una vista en planta que muestra de manera esquematica la unidad de biosensor que se muestra
en la figura 4.

La figura 7 es una vista en seccion transversal que muestra de manera esquematica la estructura interna de la
unidad de biosensor que se muestra en la figura 4.

La figura 8 es una vista en perspectiva que muestra de manera esquematica el biosensor que se muestra en la
figura 4 conectado con un aparato para controlar las condiciones de flujo y un analizador electroquimico.

La figura 9 es una grafica que muestra el resultado de una mediciéon de CV de antigeno HBs (concentracion de
antigeno = 0 U/ml).

La figura 10 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de CV de antigeno HBs (concentracion de
antigeno = 48 U/ml).

La figura 11 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de CV de antigeno HBs (concentracion de
antigeno = 48 U/ml) en ausencia de un i6n plata.

La figura 12 es una grafica que muestra valores de intensidad de oxidacion a un potencial eléctrico de +0,138 V
obtenidos en mediciones de CV de diversas concentraciones de antigeno HBs (concentraciones de antigeno = 0,
24 y 48 U/ml).

La figura 13 es una grafica que muestra valores de intensidad de oxidacion a un potencial eléctrico de +0,086 V
obtenidos en mediciones de CV de diversas concentraciones de glucosa (concentraciones de glucosa =0, 100, y
200 mg/dI).

La figura 14 es una grafica que muestra el resultado de una medicion de CV de glucosa (concentracion de
glucosa = 0 mg/dl).

La figura 15 es una grafica que muestra el resultado de una medicion de CV de glucosa (concentracion de
glucosa = 200 mg/dI).

La figura 16 es una grafica que muestra el resultado de una medicion de CV de glucosa (concentracion de
glucosa = 0 mg/dl) bajo condiciones no de flujo.

La figura 17 es una grafica que muestra el resultado de una medicion de CV de glucosa (concentracion de
glucosa = 200 mg/dl) bajo condiciones no de flujo.

La figura 18 es una grafica que muestra el resultado de una medicion de CV de glucosa (concentracion de
glucosa = 200 mg/dl) usando una parte de electrodo en la que no esta inmovilizada GOD sobre el electrodo de
trabajo.

La figura 19 es una grafica que muestra el resultado de una medicion de CV de antigeno HBs bajo la condicion 1
(etapa A/ etapa B = flujo / flujo) que se describe en el Ejemplo 3.

La figura 20 es una grafica que muestra el resultado de una medicion de CV de antigeno HBs bajo la condicion 2
(etapa A/ etapa B = flujo / no flujo) que se describe en el Ejemplo 3.

La figura 21 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de CV de antigeno HBs bajo la condicion 3
(etapa A/ etapa B = no flujo / no flujo) que se describe en el Ejemplo 3.

La figura 22 es un dibujo que muestra de manera esquematica la estructura de la tira inmunocromatografica que
tiene una parte de electrodo, construida en el Ejemplo 4.

La figura 23 es una vista en planta esquematica de la tira inmunocromatografica que tiene una parte de electrodo
que se muestra en la figura 22.

La figura 24 es una vista en perspectiva (unidades de dimensiones: mm) que muestra de manera esquematica
un deposito para aplicar un reactivo, que es un componente de la tira inmunocromatografica que tiene una parte
de electrodo que se muestra en la figura 22.

La figura 25 es una vista en planta (unidades de dimensiones: mm) que muestra de manera esquematica el
depdsito para aplicar un reactivo que se muestra en la figura 24.

La figura 26 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de CV de antigeno HBs (concentracion de
antigeno = 0 U/ml).

La figura 27 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de CV de antigeno HBs (concentracion de
antigeno = 18 U/ml).

La figura 28 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de CV de antigeno HBs (concentracion de
antigeno = 36 U/ml).

La figura 29 es una grafica que muestra valores de intensidad de oxidacion a un potencial eléctrico de +0,132 V
obtenidos en mediciones de CV de diversas concentraciones de antigeno HBs (concentraciones de antigeno = 0,
24 y 48 U/ml).

La figura 30 es una vista en perspectiva que muestra de manera esquematica el canal de flujo capilar que tiene
una parte de electrodo, construido en el Ejemplo 5.

La figura 31 es una vista en perspectiva (unidades de dimensiones: mm) que muestra de manera esquematica
un deposito para aplicar un reactivo, que es un componente del canal de flujo capilar que tiene una parte de
electrodo de carbono que se muestra en la figura 30.

La figura 32 es una vista en planta (unidades de dimensiones: mm) que muestra de manera esquematica el
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depdsito para aplicar un reactivo que se muestra en la figura 30.

La figura 33 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 0 U/ml), usando el canal de flujo capilar que tiene una parte de electrodo de carbono.

La figura 34 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 0,25 U/ml), usando el canal de flujo capilar que tiene una parte de electrodo de carbono.

La figura 35 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 2,5 U/ml), usando el canal de flujo capilar que tiene una parte de electrodo de carbono.

La figura 36 es una grafica que muestra valores de intensidad de oxidacion a un potencial eléctrico de +0,165 V
obtenidos en mediciones de DPV de diversas concentraciones de antigeno HBs (concentraciones de
antigeno = 0, 0,25y 2,5 U/ml).

La figura 37 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 0 U/ml), usando una parte de electrodo de carbono a una concentracion de NaCl de 0 mmol/I.

La figura 38 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 0 U/ml), usando una parte de electrodo de carbono a una concentracion de NaCl de 0,5 mmol/l.

La figura 39 es una grafica que muestra el resultado de una mediciéon de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 0 U/ml), usando una parte de electrodo de carbono a una concentracion de NaCl de 1 mmol/l.

La figura 40 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 0 U/ml), usando una parte de electrodo de carbono a una concentracion de NaCl de 2 mmol/I.

La figura 41 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 45 U/ml), usando una parte de electrodo de carbono a una concentracion de NaCl de 0 mmol/l.

La figura 42 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 45 U/ml), usando una parte de electrodo de carbono a una concentracion de NaCl de 0,5 mmol/l.
La figura 43 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 45 U/ml), usando una parte de electrodo de carbono a una concentracion de NaCl de 1 mmol/l.

La figura 44 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 45 U/ml), usando una parte de electrodo de carbono a una concentracion de NaCl de 2 mmol/l.

La figura 45 es una vista en planta que muestra de manera esquematica la parte de electrodo construida en el
Ejemplo 7.

La figura 46 es una micrografia 6ptica de la parte de electrodo que se muestra en la figura 45.

La figura 47 es una micrografia electrénica de la parte de electrodo que se muestra en la figura 45.

La figura 48 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 0 U/ml), usando la parte de electrodo tridimensionalizada.

La figura 49 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 0,7 U/ml), usando la parte de electrodo tridimensionalizada.

La figura 50 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 0 U/ml), usando la parte de electrodo plana.

La figura 51 es una grafica que muestra el resultado de una medicién de DPV de antigeno HBs (concentracion
de antigeno = 0,7 U/ml), usando la parte de electrodo plana.

Mejor modo para llevar a cabo la invencién

La presente invencion se refiere a un procedimiento de analisis que utiliza una interaccion selectiva (por ejemplo,
una reaccion de antigeno-anticuerpo o una reaccion de enzima-sustrato) y una reaccidon de insolubilizacion
(preferentemente una reaccién de oxidacion-reduccion), en el que una sustancia insoluble que se produce
finalmente mediante la reaccidon de insolubilizacién se deposita (se precipita y se adsorbe, se insolubiliza o se
separa) sobre la superficie de una parte de deteccion, y la sustancia insoluble depositada se analiza (se detecta o se
mide) eléctricamente, y caracterizado por que por lo menos la reaccion de insolubilizacion se lleva a cabo bajo
condiciones de flujo.

De acuerdo con la interaccion selectiva o la reaccion de insolubilizacion que se utiliza, la presente invencion incluye,
por ejemplo,

(1) un procedimiento en el que una reaccion de insolubilizacidon se causa de manera directa o indirecta por una
sustancia de marcado capaz de marcar de manera directa o indirecta uno de los socios que estan implicadas en
una interaccion selectiva (al que se hace referencia a veces en lo sucesivo en el presente documento como un
procedimiento de analisis de formacion de complejos), y

(2) un procedimiento en el que una reaccion de insolubilizaciéon se causa de manera directa o indirecta por una
interaccion selectiva per se (al que se hace referencia a veces en lo sucesivo en el presente documento como un
procedimiento de analisis de utilizacion de enzima). A este respecto, la clasificacion se basa en si se forma o no
un complejo mediante la interaccion selectiva. Por ejemplo, un procedimiento que utiliza una enzima como una
sustancia de marcado se incluye en el procedimiento de analisis de formacién de complejos.

La expresion “una reaccion de insolubilizaciéon se causa de manera directa” tal como se usa en el presente
documento quiere decir que la reaccion per se en la que participa una sustancia de marcado o una interacciéon
selectiva es una reaccion de insolubilizacion, y una sustancia insoluble se genera mediante la reaccion. La expresion
“una reaccioén de insolubilizacién se causa de manera indirecta” tal como se usa en el presente documento quiere
decir una sustancia generada mediante la reaccion en la que participa una sustancia de marcado o una interaccion
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selectiva funciona como un desencadenante, y una sustancia insoluble se genera mediante una reaccion de
insolubilizacién que tiene lugar finalmente.

En lo sucesivo en el presente documento, se explicara el esbozo de la presente invencioén, en base al esquema de
reaccion de la figura 1 que muestra una realizacion del procedimiento de analisis de formacion de complejos de la
presente invencion, y la presente invencion se explicara adicionalmente con detalle.

En el sistema de analisis que se muestra en la figura 1, el antigeno 3 es un analito, una reaccién de antigeno-
anticuerpo (procedimiento de intercalado) se utiliza como la interaccion selectiva, y el anticuerpo marcado con ALP 4
[un anticuerpo que es especifico frente al antigeno y estd marcado con una enzima tal como fosfatasa alcalina
(ALP)] se usa como un reactivo.

En este sistema de analisis, la férmula de reaccion 1 que se describe en lo sucesivo se utiliza como la reaccién de
enzima de la enzima de marcado, y la férmula de reaccién 2 se utiliza como la reaccion de insolubilizacion. En la
figura 1, pAPP representa p-aminofenilfosfato, pAP representa p-aminofenol, pQl representa p-quinona imina, y
pAPP es un sustrato de ALP. La descripcion “(ALP)” en la férmula de reaccion 1 muestra que ALP funciona como un
catalizador en la férmula de reaccion 1.

Ademas, como el procedimiento de analisis eléctrico, se usa un analisis amperimétrico que usa una parte de
electrodo que tiene un electrodo de trabajo 1, un contraelectrodo y un electrodo de referencia.

p-aminofenilfosfato — p-aminofenol (ALP) (férmula de reaccion 1)
p-aminofenol + 2Ag" — p-quinona imina + 2H" + 2Ag" | (férmula de reaccion 2)
Ag —Ag' +¢e (férmula de reaccion 3)

En el sistema de analisis que se muestra en la figura 1, un anticuerpo 2 especifico frente al analito (antigeno) esta
inmovilizado sobre el electrodo de trabajo 1 que constituye una parte de electrodo amperimétrico, y el electrodo de
trabajo funciona como una parte de deteccion. Cuando una muestra que contiene el analito (antigeno 3) y el
anticuerpo marcado con ALP 4 se suministran, a lo largo del sentido de flujo representado por la flecha A, desde el
sentido de aguas arriba de la parte de deteccion al sistema de analisis, un complejo de anticuerpo
inmovilizado / antigeno / anticuerpo marcado con ALP se forma sobre la parte de deteccion. La cantidad de complejo
formado esta correlacionada con la cantidad del analito contenida en la muestra. Después de la formacion del
complejo, o de manera simultanea con la formacion, se suministra p-aminofenilfosfato (pAPP), un sustrato para la
enzima de marcado ALP, desde el sentido de aguas arriba de la parte de deteccion al sistema de analisis. El pAPP
se convierte en p-aminofenol (pAP) (férmula de reaccién 1) y, en presencia de un ién plata (Ag”, soluble en agua), se
deposita plata (Ag, insoluble en agua) (formula de reaccion 2) sobre la parte de deteccion. Debido a que una
intensidad discurre desde el electrodo de trabajo hasta el contraelectrodo (férmula de reaccién 3) mediante la
reoxidacion de la plata depositada sobre la parte de deteccion (electrodo de trabajo), la cantidad de plata puede
determinarse mediante la medicion de la intensidad de oxidacién. Mas en particular, se conecta un potenciostato con
el electrodo de trabajo, el contraelectrodo y el electrodo de referencia, y el potencial eléctrico del electrodo de trabajo
se barre con respecto al electrodo de referencia para medir la intensidad de oxidacién acompafada por la
reoxidacion de la plata.

La interaccion selectiva que puede usarse en la presente invencion no esta particularmente limitada, siempre y
cuando esta sea una interaccion en la que uno de los socios que participa en la interaccion pueda ser un analito, y
una reaccion de insolubilizacion pueda llevarse a cabo de manera directa o indirecta o pueda formarse un complejo,
en correlacion con la cantidad del analito contenida en una muestra. Los ejemplos tipicos de la interaccion selectiva
incluyen una reaccion de antigeno-anticuerpo, una reaccion de hibridizaciéon de acido nucleico-acido nucleico, una
reaccion de enzima-sustrato, una interaccion de acido nucleico-proteina, una interaccion de receptor-ligando, una
interaccion de proteina-proteina (por ejemplo, una reaccion de IgG con proteina A) y una interaccion de molécula
pequefia-proteina (por ejemplo, una reaccion de biotina con avidina). Estas son, en su mayoria, unas interacciones
selectivas capaces de formar un complejo (por ejemplo, un inmunocomplejo), pero la reaccion de enzima-sustrato
puede ser una reaccion de insolubilizacién en correlacion con la cantidad del analito contenida en una muestra, o
una reaccién que desencadena una reaccion de insolubilizacion.

Ademas de estas interacciones, se conocen diversas combinaciones de una sustancia y su socio especifico que
muestran la interaccion selectiva. Los ejemplos del analito incluyen proteinas (por ejemplo, enzima,
antigeno / anticuerpo, lectina), péptidos, lipidos, hormonas (hormonas que contienen nitrégeno tales como aminas,
derivados de aminoacidos, péptidos y proteinas, y hormonas esteroides), acidos nucleicos, cadenas de azucar (por
ejemplo, azucares, oligosacaridos y polisacaridos), farmacos, colorantes, compuestos de moléculas pequefias,
sustancias organicas y sustancias inorganicas; una fusion de los mismos; moléculas que constituyen un virus o una
célula; y globulos.

Por ejemplo, cuando se utiliza una reaccion de antigeno-anticuerpo como la interaccion selectiva, la combinacion de
un analito y su socio especifico puede ser una combinacién de un antigeno (analito) y un anticuerpo (socio
especifico) o una combinacién de un anticuerpo (analito) y un antigeno (socio especifico). Cuando se utiliza una
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reaccion de enzima-sustrato como la interaccion selectiva, la combinacion de un analito y su socio especifico puede
ser una combinaciéon de un sustrato (analito) y una enzima (socio especifico) o una combinacién de una enzima
(analito) y un sustrato (socio especifico).

Como una muestra que contiene el analito, por ejemplo, puede usarse sangre (sangre completa, plasma, suero),
linfa, saliva, orina, heces, sudor, moco, lagrimas, liquido cefalorraquideo, secrecion nasal, secrecion cervical o
vaginal, semen, liquido pleural, liquido amniético, liquido ascitico, liquido en el oido medio, liquido sinovial, aspirado
gastrico, o diversos fluidos biolégicos tales como extractos u homogeneizados derivados de tejidos o células.
Ademas, puede usarse casi cualquier muestra de liquido, tal como extractos u homogeneizados derivados de
alimentos, suelo o plantas, agua fluvial, agua de manantiales termales, agua potable y agua contaminada.

En la presente invencion, pueden seleccionarse reactivos que incluyen un reactivo de marcado de manera apropiada
de acuerdo con la interaccion selectiva usada. Por ejemplo, cuando se utiliza una reaccién de antigeno-anticuerpo,
pueden usarse diversos procedimientos conocidos tales como un procedimiento de intercalado, un procedimiento en
dos etapas, un procedimiento de competicion y un procedimiento de inhibicion. En el procedimiento de intercalado,
puede usarse una combinacion de un socio inmovilizado y un socio marcado, tal como se muestra en la figura 1. En
el procedimiento en dos etapas, puede usarse una combinaciéon de un socio inmovilizado, un socio no marcado y
una sustancia marcada que reacciona de manera especifica con el socio no marcado, mas en particular, un
procedimiento que usa un primer anticuerpo y un segundo anticuerpo marcado, o un procedimiento que usa un
anticuerpo biotinilado y una avidina marcada. En el procedimiento de competicion, puede usarse una combinacion
de una sustancia marcada (cantidad conocida) de un analito (competidor) y un socio inmovilizado.

La sustancia soluble que puede usarse en la presente invencion no esta particularmente limitada, siempre y cuando
esta sea soluble en un disolvente usado en el sistema de analisis antes de que se lleve a cabo una reaccién de
insolubilizacion, esta pueda convertirse en una sustancia insoluble en el disolvente mediante la reacciéon de
insolubilizacién, y la sustancia insoluble generada mediante la reaccion de insolubilizacion pueda analizarse
eléctricamente. La expresion “reaccion de insolubilizacion” tal como se usa en el presente documento incluye una
reaccion en la que una sustancia que tiene una baja solubilidad se genera a partir de una sustancia soluble mediante
la “reaccion de insolubilizacion”. Las expresiones “soluble” e “insoluble” pueden definirse de manera apropiada de
acuerdo con un sistema de disolvente usado en el sistema de analisis. Por ejemplo, cuando se usa un disolvente
acuoso, las expresiones “soluble” e “insoluble” quieren decir “soluble en agua” e “insoluble en agua”. Cuando se usa
un disolvente organico, las expresiones “soluble” e “insoluble” quieren decir “soluble en disolvente organico” e
“insoluble en disolvente organico”. En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencion se explicara
principalmente de acuerdo con realizaciones que usan un disolvente acuoso (es decir, un sistema en el que una
sustancia soluble en agua se convierte en una sustancia insoluble en agua mediante una reaccion de
insolubilizacién), pero los expertos en la materia pueden llevar a cabo la presente invencion usando un disolvente
que no sea agua, al modificar de manera apropiada las realizaciones.

La sustancia soluble en agua que puede usarse en la presente invencion no esta particularmente limitada, siempre y
cuando esta sea soluble en un disolvente acuoso usado en el sistema de analisis antes de que se lleve a cabo una
reaccion de insolubilizacion, y esta pueda convertirse en una sustancia insoluble en el disolvente acuoso mediante la
reaccion de insolubilizacién. Los ejemplos de la sustancia soluble en agua incluyen iones inorganicos
(preferentemente iones de metal), iones organicos, un sustrato de enzima o su producto de reaccion y colorantes.

Los ejemplos de los iones de metal incluyen idn antimonio, i6n bismuto, i6n cobre, idn mercurio, id6n plata, i6n
paladio, i6n platino e i6n oro. Estos iones de metal son solubles en agua en un disolvente acuoso, y pueden formar
complejos de metal (preferentemente iones de complejo de metal), y se depositan como metales mediante una
reaccion de insolubilizacién.

Como el i6bn de metal, pueden usarse cationes divalentes tales como ién cobre, idn niquel e i6n hierro. Estos
cationes divalentes son solubles en agua en un disolvente acuoso, y se depositan como complejos de metal
(MH[Fe(CN)g] (M: cation divalente)) al unirse con un ion [Fe(CN)s]> (por ejemplo, ion [Fe(CN)e]* generado mediante
la oxidacion de i6n [Fe(CN)s]*).

Una reaccion en la que un ion de metal se reduce y se insolubiliza (se deposita) como un metal es dependiente de
su potencial de oxidacion-reduccion. Cuanto mas baja sea la tendencia de ionizacion, con mas facilidad se deposita
el metal y, por lo tanto, esta no esta limitada a las reacciones anteriores. Ademas, la facilidad de deposicion puede
verse considerablemente afectada por la actividad electroquimica del i6bn en una solucion y otros factores (por
ejemplo, la temperatura, el pH, la fuerza del ién y la composicién del liquido de reaccién) y, por lo tanto, la expresion
“metal depositado” tal como se usa en el presente documento deberia interpretarse de la manera mas amplia, y no
deberia interpretarse de manera restrictiva. Por ejemplo, el grado de la insolubilidad puede controlarse mediante la
adicion, al sistema de reaccion de insolubilizacién, de un ién capaz de formar una sal insoluble con el i6n de metal.
Como alternativa, a veces es preferente insolubilizar y depositar el ion de metal como un metal, en ausencia del i6n
capaz de formar una sal insoluble durante la reaccién de insolubilizacién. La cantidad del ién capaz de formar una
sal insoluble contenida en el sistema de reaccién de insolubilizacién puede seleccionarse de manera apropiada por
los expertos en la materia. Esta puede ser de 0 a 5 mmol/l, preferentemente de 0 a 2 mmol/l, mas preferentemente
de 0 a 1 mmol/l, y lo mas preferentemente de 0 a 0,5 mmol/l. La sustancia a depositar no esta limitada a iones de
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metal, si bien puede usarse preferentemente cualquier sustancia que satisfaga las condiciones anteriores.

Los ejemplos del colorante que puede usarse como la sustancia soluble en agua incluyen reactivo de Schiff y anilina.
El reactivo de Schiff es soluble en agua en un disolvente acuoso. Una molécula de reactivo de Schiff se une con dos
moléculas de un grupo aldehido (por ejemplo, grupo aldehido generado por la reduccion de un grupo carboxilo) y se
deposita como un compuesto de color purpura rojizo por una reaccion de reduccion. La anilina es soluble en agua en
un disolvente acuoso, y se deposita como polianilina mediante una reaccion de oxidacion.

Ejemplos adicionales del colorante soluble en agua incluyen 5-bromo-4-cloro-3-hidroxiindol (BCI), Azul nitro-
tetrazolio cloruro (NBT), e indol, que se depositan por reduccién como sustancias insolubles tales como 5,5-
dibromo-4,4’-dicloro-indigo (2BCl), BCI / NBT diformazan e indigo. Estos colorantes pueden generarse a partir de
sustratos de enzima apropiados, tal como 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) y 3-indoxilfosfato, mediante una
reaccion de enzima mediante una enzima de marcado (por ejemplo, fosfatasa alcalina; ALP). Es decir, el BCl y el
indol son productos de reaccioén de los sustratos de enzima.

Cuando se usa el sustrato de enzima BCIP, se genera BCl mediante una reaccién de enzima en la que esta
implicada ALP, y se deposita 2BCI por una reaccion de reduccion. Cuando se usa una mezcla del sustrato de
enzima BCIP y el colorante NBT, se genera 2BCI mediante la reaccién de enzima de ALP vy, al mismo tiempo, se
genera NBT diformazan mediante una reaccion de reduccion y, como resultado, se deposita un complejo del mismo,
2BCI / NBT diformazan. Cuando se usa el sustrato de enzima 3-indoxilfosfato, se genera indol mediante una
reaccion de enzima de ALP, y se deposita como indigo por una reaccién de reduccion.

En estas realizaciones, una reaccién de enzima en la que esta implicada ALP usada como una sustancia de
marcado desencadena la reaccién de insolubilizacién subsiguiente y, como resultado, una sustancia soluble en agua
se convierte en una sustancia insoluble en agua. La presente invencién incluye una realizacién en la que una
sustancia de marcado funciona como un desencadenante y la reaccidon de insolubilizacion se causa de manera
indirecta, y una realizacién en la que la reaccion de insolubilizacion se causa de manera directa mediante la
sustancia de marcado.

Los ejemplos del sustrato de enzima que puede usarse como la sustancia soluble en agua incluyen, ademas de
pAPP (o sus derivados) tal como se ha descrito en lo que antecede, derivados de éster de tiocolina, tal como
acetiltiocolina, propioniltiocolina, succiniltiocolina y butiriltiocolina. Cuando un derivado de éster de tiocolina se usa
junto con un i6n de metal que se ha descrito en lo que antecede (por ejemplo, oro o plata), el idbn de metal se reduce
mediante una reaccion de enzima usando una enzima de marcado apropiada (por ejemplo, una colinesterasa tal
como acetilcolinesterasa o acilcolinesterasa) y se deposita como un metal. Ademas, se genera tiocolina mediante la
reaccion de enzima, y el grupo tiol de la tiocolina se une con una parte del metal depositado y, como resultado, €l
metal también se deposita como un complejo de metal-tiocolina. Ademas, la tiocolina generada también se deposita
mediante unién con un metal que forma un electrodo o un sustrato (por ejemplo, un electrodo de oro o un sustrato de
oro) por medio del grupo tiol. Puede usarse una enzima de marcado acetilcolinesterasa para un sustrato de enzima
acetiltiocolina o propioniltiocolina, y puede usarse una enzima de marcado acilcolinesterasa para un sustrato de
enzima succiniltiocolina o butiriltiocolina.

Ademas, como la sustancia soluble en agua, pueden usarse sales de arildiazonio tales como R-Ph-N2BF,. Cuando
se usa una sal de arildiazonio, se genera un radical activo que tiene una alta actividad quimica mediante una
reaccion de reduccion, y puede unirse con diversas partes de deteccion, preferentemente una parte de deteccion
fabricada de carbono, grafito o nanotubos de carbono, mediante unién covalente.

Tal como en lo que antecede, se explican la sustancia soluble (en particular, sustancia soluble en agua) que puede
usarse en el procedimiento de analisis (incluyendo el procedimiento de analisis de formacion de complejos y el
procedimiento de analisis de utilizacion de enzima) de la presente invencion. En el procedimiento de analisis de
formacion de complejos de la presente invencién, una sustancia de marcado puede seleccionarse de manera
apropiada de acuerdo con la sustancia soluble y el sistema de reaccion usado. Por ejemplo, ademas de hidrolasas
tales como ALP o colinesterasas que se han descrito en lo que antecede, pueden usarse transferasas, liasas,
ligasas, isomerasas y oxidorreductasas. Los ejemplos de oxidorreductasas incluyen glucosa oxidasa (GOD),
peroxidasa, xantina oxidasa, aminoacido oxidasa, ascorbato oxidasa, acil-CoA oxidasa, colesterol oxidasa, galactosa
oxidasa, oxalato oxidasa y sarcosina oxidasa. Estas enzimas no estan particularmente limitadas, siempre y cuando
estas puedan desencadenar de manera directa o indirecta una reacciéon de insolubilizaciéon (por ejemplo, una
reaccion de oxidacion, una reaccion de reduccion, una reaccion de hidrdlisis, una reaccién de deshidratacion, una
polimerizacién de adicidon, una polimerizacion de condensacion o una reaccion de neutralizacion), una sustancia
soluble se convierta en una sustancia insoluble mediante la reaccion de insolubilizacion, y una reaccion de adsorcion
y / o deposicidon se cause mediante la deposicion, union y / o precipitacion sobre la superficie de un cuerpo sélido.
Estas enzimas pueden usarse solas, 0 como una combinacién de dos o mas enzimas.

Ademas de estas enzimas, pueden usarse diversos agentes reductores o agentes oxidantes.

Como la enzima que puede usarse en el procedimiento de analisis de utilizacién de enzima de la presente invencion,
puede usarse una enzima en la que, o bien la enzima o bien su sustrato de enzima, es un analito. Por ejemplo, de
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entre las enzimas que pueden usarse en el procedimiento de analisis de formacion de complejos, pueden
seleccionarse una o mas enzimas.

El procedimiento de analisis eléctrico usado en la presente invenciéon no esta particularmente limitado, siempre y
cuando una sustancia insoluble depositada sobre la superficie de una parte de deteccion se analice eléctricamente.
La expresion “analisis eléctrico” tal como se usa en el presente documento incluye, por ejemplo, un andlisis en el
que un cambio en la carga sobre la superficie de una parte de deteccion se detecta como un cambio en una
intensidad, un analisis en el que un cambio en la carga sobre la superficie de una parte de deteccion se detecta
como un cambio en una tensién (potencial eléctrico), y un analisis en el que el cambio se detecta como un cambio
en una resistencia eléctrica (o impedancia). Los ejemplos del procedimiento de analisis eléctrico usado en la
presente invencion incluyen un procedimiento de analisis amperimétrico usando una parte de electrodo que tiene por
lo menos un electrodo de trabajo y un contraelectrodo, y un procedimiento de andlisis voltamétrico usando un
transistor.

En el procedimiento de analisis amperimétrico, un cambio en la carga sobre la superficie de una parte de deteccion
se detecta como un cambio en una intensidad. Una parte de electrodo amperimétrico comprende por lo menos un
electrodo de trabajo y un contraelectrodo sobre un sustrato y, si se desea, puede comprender ademas un electrodo
de referencia. En el procedimiento de analisis amperimétrico, la cantidad de un material activo de electrodo o un
material resistente (material aislante) generado cerca de la parte de electrodo se determina mediante la medicion de
una sefal de intensidad que fluye entre el electrodo de trabajo y el contraelectrodo en correlacion con la cantidad del
material mediante la aplicacion de una tensién previamente determinada entre ambos electrodos, o la diferencia en
un material activo de electrodo o un material resistente (material aislante) generado cerca de la parte de electrodo se
detecta mediante un valor de tension aplicada entre el electrodo de trabajo y el contraelectrodo.

Por ejemplo, cuando se usa un ién de metal como la sustancia soluble en agua, se aplica una tensién a una parte de
deteccion sobre la que se deposita el metal, con respecto al electrodo de referencia y, como resultado, el metal
depositado sobre la parte de deteccion se reoxida para dar el i6n de metal, y el cambio electroquimico sobre la parte
de deteccion puede detectarse como un cambio en una intensidad.

Como un procedimiento que no sea amperimetria para detectar un cambio en una intensidad, por ejemplo, puede
usarse voltametria ciclica, voltametria de impulsos diferencial, cronoamperimetria y amperimetria de impulsos
diferencial, que se conocen ampliamente.

En el procedimiento de analisis voltamétrico, un cambio en la carga sobre la superficie de una parte de deteccion se
detecta como un cambio en una tensién (potencial). El transistor usado en el procedimiento de analisis voltamétrico
es un dispositivo que convierte sefiales de tension introducidas en una puerta en sefales de intensidad emitidas a
partir de un electrodo de fuente o un electrodo de drenador. Cuando se aplica una tensién entre el electrodo de
fuente y el electrodo de drenador, las particulas cargadas que existen en el canal formado entre ambos electrodos
se mueven a lo largo de un sentido de campo eléctrico entre ambos electrodos, y se emiten como una sefal de
intensidad a partir del electrodo de fuente o el electrodo de drenador. En el presente caso, la intensidad de la sefal
de intensidad emitida es proporcional a la densidad de las particulas cargadas. Cuando se aplica una tension sobre
la puerta que se coloca en una posicion hacia arriba, hacia el lateral o hacia abajo del canal con un aislante entre los
mismos, se cambia la densidad de las particulas cargadas que existe en el canal. Con la ayuda de esta propiedad,
puede hacerse que la sefial de intensidad varie mediante el cambio de la tensién de puerta.

Por ejemplo, cuando se usa acetiltiocolina como la sustancia soluble en agua, un cambio en la carga sobre la parte
de deteccién causado por tiocolina, que se deposita sobre la parte de deteccidon mediante acetilcolinesterasa, puede
detectarse como un cambio en una tension (potencial).

Con respecto a una realizacion preferente de la parte de deteccion, cuando la parte de detecciéon es conductora,
pueden usarse materiales no conductores tales como metales (por ejemplo, oro, plata, platino, rodio, rutenio, iridio,
mercurio y paladio), polimeros (por ejemplo, un polimero de osmio), carbono, una estructura nanotubular (nanotubos
de carbono), grafito o sustancias inorganicas, solos o como una combinacion de los mismos. La forma de la
estructura fabricada de estos materiales no esta particularmente limitada, siempre y cuando la estructura no inhiba la
reaccion, y pueda ser una forma plana, salientes y depresiones o particulas (por ejemplo, coloide de oro).

Una realizaciéon preferente de la estructura nanotubular es una estructura seleccionada de entre el grupo que
consiste en nanotubos de carbono, nanotubos de nitruro de boro y nanotubos de éxido de titanio.

La parte de deteccién puede contener materiales no conductores ademas de los materiales conductores, siempre y
cuando la parte de deteccién muestre una propiedad conductora. Como materiales no conductores, por ejemplo,
puede usarse un vehiculo insoluble fabricado de resinas de poliéster.

Otra realizacion preferente de la parte de deteccién es un electrodo de puerta de un transistor de efecto de campo o
un transistor de electron Unico que usa una estructura nanotubular (nanotubos de carbono). Esta estructura
nanotubular es preferentemente una estructura seleccionada de entre el grupo que consiste en nanotubos de
carbono, nanotubos de nitruro de boro y nanotubos de 6xido de titanio.
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Como aun otra realizacion preferente de la parte de detecciéon, puede usarse un vehiculo poroso tal como una
membrana de nitrocelulosa usada en inmunocromatografia, un polimero tal como se describe en el documento WO
2006/038456 o un vehiculo insoluble (o particulas insolubles) tal como un vehiculo de latex, para aumentar el area
superficial de la parte de deteccién y, ademas, puede formarse una estructura tridimensional sobre la superficie de la
parte de deteccion usando materiales no conductores tales como polimeros conductores o un vehiculo conductor. La
estructura tridimensional formada sobre la superficie de la parte de deteccion puede aumentar de manera
significativa el area superficial de la parte de deteccion y, como resultado, la sensibilidad de deteccion puede
mejorarse.

Con respecto a otra forma preferente de la parte de deteccion, para mejorar la eficiencia de la deposicion
(precipitacion y adsorcion, insolubilizacién o separacion) de un producto generado sobre la parte de deteccion bajo
condiciones de flujo, o para evitar la retirada del producto depositado (insolubilizado, separado o precipitado) de la
parte de deteccion a lo largo del sentido de flujo (por ejemplo, hacia el sentido de aguas abajo) bajo una condicion
de flujo, pueden formarse pocillos, salientes y depresiones, salientes o divisiones sobre la parte de deteccion.
Mediante la formacion de estas estructuras sobre la parte de deteccién, también puede esperarse que la reactividad
del producto depositado se mejore. La estructura puede formarse solo sobre la parte de deteccién, o sobre la parte
de electrodo o la unidad de biosensor de tal modo que una parte de la misma exista sobre la parte de deteccion.

Mas en particular, es preferente una forma que tiene una o mas estructuras tridimensionales que tienen una forma
similar a un angulo agudo. Los ejemplos de la forma incluyen un poliedro, un prisma poligonal, una esfera, un
cilindro, un cono y una piramide, y se prefiere un cono o una piramide. Por lo menos una estructura tridimensional
que tiene una o mas partes agudas o salientes puede formarse sobre la parte de deteccion, y es preferente formar
multiples estructuras tridimensionales sobre la parte de deteccion. El nimero y el tamafio de las estructuras
tridimensionales, el nimero de las partes agudas, y la forma y la disposicion de las mismas pueden seleccionarse de
manera apropiada de acuerdo con las condiciones de medicion. Las expresiones “forma similar a un angulo agudo” y
“parte aguda” tal como se usa en el presente documento no estan particularmente limitadas, siempre y cuando una
parte o la totalidad de la estructura tridimensional formada sobre la parte de deteccion tenga un efecto de borde. El
efecto de borde, que es un efecto bien conocido en un campo técnico tal como la electrodeposicion, es el efecto de
que las cargas se concentran en bordes agudos. Se considera que un metal depositado (insolubilizado) tal como
plata se reioniza activamente para dar un i6n de metal mediante este efecto, y que la sensibilidad de deteccion
puede mejorarse.

La reaccioén de interaccion selectiva entre un analito y su socio especifico se lleva a cabo en el lugar sobre el que
esta inmovilizado el socio especifico. El lugar en el que esta inmovilizado el socio especifico no esta particularmente
limitado, siempre y cuando se lleve a cabo la interaccion selectiva, y a continuaciéon pueda llevarse a cabo una
medicién eléctrica. La superficie de la parte de deteccion es preferente.

El procedimiento para inmovilizar el socio especifico no esta particularmente limitado, y cualquier procedimiento, tal
como un procedimiento de inmovilizaciéon directa o un procedimiento de inmovilizacién indirecta, puede usarse de
acuerdo con las propiedades de la reaccién de interaccion selectiva. Por ejemplo, el socio especifico puede
inmovilizarse de manera directa sobre el sustrato mediante adsorcién fisica o unién covalente, o inmovilizarse de
manera indirecta por medio de un separador flexible que tiene un anclaje previamente unido con el sustrato. Por
ejemplo, si se usa un metal raro tal como oro como el sustrato, el socio especifico puede inmovilizarse sobre el
sustrato por medio de una monocapa autoensamblada.

Después de la inmovilizacién del socio especifico, la inhibicién de reacciones no especificas o la seleccion o el
control de una sustancia permeable puede conseguirse, mediante el tratamiento de la superficie con albumina de
suero bovino, poli(éxido de etileno), u otras moléculas inactivas, o mediante el recubrimiento de la capa inmovilizada
con una capa de aditivo.

En el procedimiento de analisis de utilizaciéon de enzima de la presente invencion, se llevan a cabo la etapa de
reaccion de insolubilizacion (a), que se basa en la interaccion selectiva, y la etapa de analisis eléctrico (b). En el
procedimiento de analisis de formacion de complejos de la presente invencion, se llevan a cabo la etapa de
formacién de complejos (a1), que se basa en la interaccion selectiva, la etapa de reaccion de insolubilizacion (a2),
que se basa en una sustancia de marcado contenida en el complejo, y la etapa de analisis eléctrico (b). En general,
estas etapas se llevan a cabo en estos érdenes, pero de manera simultanea pueden llevarse a cabo etapas
contiguas (o partes de las mismas), siempre y cuando pueda obtenerse una sefial eléctrica que esté correlacionada
con la cantidad del analito contenida en una muestra. En la presente invencion, la reaccion de insolubilizacion en la
etapa (a) y, de manera opcional, la etapa de analisis eléctrico, se lleva a cabo bajo condiciones de flujo.

La expresion “bajo condiciones de flujo” tal como se usa en el presente documento quiere decir que el suministro de
un liquido para reacciéon nuevo a la interfase de la parte de reaccién deseada en el sistema de reaccion, y la
descarga de un liquido de reaccion después de la reaccion pueden llevarse a cabo de manera simultanea y continua
o intermitente, sucesivamente a través de la totalidad del procedimiento de la etapa. La parte de reaccion “bajo
condiciones de flujo” es la parte de reaccion de insolubilizacion en la que se lleva a cabo la etapa (a) o la etapa (a2),
y, de manera opcional, la parte de deteccion en la que se lleva a cabo la etapa (b). El flujo no esta limitado a un
sentido, y puede ser de vaivén, de vibracion, o conveccion en la etapa deseada para proceder con una reaccion
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deseada.

Por ejemplo, en un procedimiento por lotes, una cantidad previamente determinada de liquido para reaccion se
suministra de una vez, una reaccién deseada se lleva a cabo durante un periodo de tiempo previamente
determinado y, después de la reaccion, el liquido de reaccion se descarga. Por el contrario, en la presente invencion,
el suministro de un liquido para reaccion y la descarga del liquido de reaccion proceden de manera simultanea. En la
presente invencion, es habitual que el suministro y la descarga se lleven a cabo simultineamente de manera
continua a través de la totalidad del procedimiento de una etapa deseada, pero el suministro y la descarga pueden
llevarse a cabo simultaneamente de manera intermitente (es decir, con una parada temporal en el suministro y la
descarga), siempre y cuando los efectos de la presente invencion puedan obtenerse suficientemente.

Las condiciones de flujo incluyen un flujo forzado y un flujo espontaneo. Los ejemplos del flujo forzado incluyen flujos
causados por procedimientos mecanicos, eléctricos o manuales, tal como bombeo, centrifugado, agitacion,
sonicacion, y aplicaciéon de magnetismo, y flujos que utilizan presién, vacio o vibracién causada por presion. Los
ejemplos de flujo espontaneo incluyen accion capilar y caida libre. Estos flujos pueden usarse en diversos canales
de un flujo microfabricado, flujo lateral, flujo capilar o flujo pasante, o una tira de membrana para
inmunocromatografia o similar.

El caudal bajo condiciones de flujo en la presente invencion no esta particularmente limitado, siempre y cuando la
sustancia insoluble generada pueda depositarse sobre la parte de deteccion, y exista un flujo no nulo (es decir, no se
encuentre en el estado estatico). El caudal varia de acuerdo con diversas condiciones, por ejemplo, la interaccion
selectiva o la reaccién de insolubilizacién que se utiliza, la sustancia de marcado, la sustancia soluble, o la sustancia
de oxidacion-reduccion usada, el tamafio del canal de flujo, o el procedimiento de andlisis eléctrico usado. No
obstante, los expertos en la materia pueden determinar de manera apropiada el caudal, por ejemplo, al llevar a cabo
un sencillo experimento preliminar de acuerdo con los procedimientos que se muestran en los Ejemplos que se
describen en lo sucesivo, sin experimentacion indebida.

Tal como se ha descrito previamente en la seccidén de “problemas a resolver por la invencién”, era un conocimiento
técnico comun en el momento de la presentacion de la presente solicitud que diversos procedimientos de la técnica
anterior que utilizan la deposicién, precipitacién o adsorcién sobre la parte de detecciéon causada por reacciones
quimicas se llevan a cabo bajo condiciones no de flujo, desde el punto de vista de promover la deposicién y similar.
El motivo de porqué la precision y sensibilidad de deteccion pueden mejorarse de manera significativa al llevar a
cabo la presente invencién bajo condiciones de flujo en comparacion con unas condiciones no de flujo, en
contradiccién con el conocimiento técnico comun, no esta clarificado en este momento, pero los inventores de la
presente invencion suponen el siguiente mecanismo. A este respecto, la presente invencion no esta limitada a la
especulacion.

Cuando, por ejemplo, un ién plata se usa como la sustancia soluble en agua como la reaccién que se muestra en la
figura 1, un sustrato de enzima y el ién plata se consumen durante la reaccion de oxidacion-reduccion. Se supone
que la sensibilidad se mejora debido a que un sustrato de enzima e i6n plata nuevos se suministran bajo condiciones
de flujo, en comparacién con unas condiciones no de flujo. Ademas, se supone que la sensibilidad se mejora debido
a que un ién plata generado cerca de la parte de deteccion mediante la reoxidacion de la plata depositada para dar
ion plata se retira de la misma bajo condiciones de flujo y, de ese modo, la tasa de reaccion en la reoxidacion de la
plata se mejora. Ademas, se supone que la sensibilidad se mejora de manera sinérgica debido a que ambas
reacciones proceden de manera simultanea.

Ejemplos

La presente invencion se ilustrara adicionalmente a continuacion mediante, si bien no esta limitada en modo alguno
a, los siguientes Ejemplos.

Ejemplo 1: Medicion del antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) usando electrodos de oro
1-1. Construccion de la parte de electrodo y la parte de deteccién

Se construy6 una parte de electrodo que tiene un patron tal como se muestra en la figura 2, usando un patrén de
mascaras tal como se muestra en la figura 3, mediante un procedimiento de bombardeo catédico y un procedimiento
de lanzamiento. Una pelicula delgada de oro que tiene un espesor de 50 nm se formo sobre una sustancia aislante
11 fabricada de poli(tereftalato de etileno) (PET), y una tinta de cloruro de plata / plata (fabricada por BAS Inc.) se
aplicé sobre una parte de la pelicula delgada de oro para construir un electrodo de referencia 16. Para dividir el area
entre la parte de electrodo 12 y una parte de conductor 13, una parte de la parte de conductor se cubrié con una
capa aislante 17 para construir la parte de electrodo que tiene un electrodo de trabajo 14, un contraelectrodo 15, y el
electrodo de referencia 16. Los extremos opuestos al electrodo de trabajo, el contraelectrodo y el electrodo de
referencia funcionan como unos conectores 18. El electrodo de trabajo contenido en la parte de electrodo funciona
como una parte de deteccion.

1-2. Construccion de la parte de reaccién de interaccion y la parte de insolubilizacion
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Una solucion acuosa (2 wl) que contiene un anticuerpo especifico frente a un antigeno de superficie de la hepatitis B
(antigeno HBs), un anticuerpo monoclonal anti-HBs (IgG; producto de elaboracidon propia), se colocé sobre el
electrodo de trabajo de la parte de electrodo formada sobre el sustrato, y se dejé reposar a 37 °C bajo presion de
vapor saturado durante 30 minutos para inmovilizar el anticuerpo sobre el electrodo de trabajo. La solucion acuosa
se prepar6 de tal modo que la concentracion del anticuerpo se ajustd a 1 mg/ml en un tampon de fosfato de 0,1 mol/l
(pH 7,4) que contiene NaCl 0,15 mol/l (a lo que se hace referencia a veces en lo sucesivo en el presente documento
como tampon A). El sustrato se sec6 a 25 °C y una humedad de un 40 % durante una hora, y se secé
adicionalmente en un desecador de vacio a temperatura ambiente durante 2 horas. El sustrato secado se sumergié
en un tampon Tris 0,1 mol/l (pH 8,0) que contiene un 1 % de caseina (fabricado por Wako Pure Chemical Industries,
Ltd.) y NaCl 0,15 mol/l durante 30 minutos mientras que se agitaba, para bloquear la parte con la que no habia
reaccionado el anticuerpo. El sustrato bloqueado se lavé con agua desalinizada, y se secd. Tomando estas etapas,
el anticuerpo monoclonal anti-HBs como una sustancia especifica se inmovilizé sobre el electrodo de trabajo (parte
de deteccion) para construir una parte de reaccién de interaccion y una parte de insolubilizacion (parte de reaccion
de oxidacion-reduccion) sobre el electrodo de trabajo.

1-3. Preparacion de solucién que contiene anticuerpo policlonal de conejo anti-HBs (Fab’) marcado con fosfatasa
alcalina (ALP)

Un anticuerpo policlonal de conejo anti-HBs (Fab’) marcado con ALP se prepard, de acuerdo con el procedimiento
de bisagra de maleimida que se describe en “Kokando koso meneki sokutei-hou (Inmunoensayo de enzima
ultrasensible), Eiji ISHIKAWA, Japan Scientific Societies Press, 1993”, usando un anticuerpo policlonal de conejo
anti-HBs (producto de elaboracion propia), ALP (fabricado por Roche), y un reactivo de reticulacion (4-[N-
maleimidometil]-ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo; fabricado por PIERCE). El anticuerpo marcado con
enzima resultante [anticuerpo policlonal de conejo anti-HBs marcado con ALP (Fab’)] se disolvié en tampén A y se
ajusté a una concentracion previamente determinada, para preparar una soluciéon de anticuerpo anti-HBs marcado
con ALP.

1-4. Preparacioén de solucién de sustrato que contiene ién plata

Como una solucién de sustrato que contiene ion plata, se preparé una solucion de dietanolamina de 0,05 mol/l (pH
9,4) que contiene 2 mmol/l de p-aminofenilfosfato (pAPP; fabricado por LKT Laboratories), 0,125 mmol/l de AgNOs3,
0,5 mmol/l de MgSQs4, 0,25 mmol/l MgCl,, y 0,075 mol/l NaCl.

1-5. Preparacion de solucién de sustrato sin ion plata (solucion de sustrato de pAPP; para experimento de control)

Como una solucion de sustrato de pAPP, se prepar6é una solucion de dietanolamina de 0,05 mol/l (pH 9,4) que
contiene 2 mmol/l pAPP, 0,5 mmol/l de MgSOs, 0,25 mmol/l MgCl, y 0,075 mol/l NaCl.

1-6. Construccion del canal de flujo y el aparato para controlar las condiciones de flujo

Se construyd una unidad de biosensor tal como se muestra en las figuras 4 a 7. Tal como se muestra en las figuras
4 a 7, una ventana 21 fabricada de una placa de vidrio que tiene dos orificios (aberturas) como una entrada 22 y una
salida 23 una solucién de reaccion, y el sustrato 26 previamente construido que tiene la parte de electrodo 27 sobre
la que se inmovilizd el anticuerpo monoclonal anti-HBs 28, se usaron para intercalar una junta 24 fabricada de una
cinta de doble cara (espesor = 0,64 mm; fabricada por 3M) que tiene una ranura para el canal de flujo, para construir
la unidad de biosensor 31, en la que la parte de electrodo se dispuso en el canal de flujo hueco 25.

En el lado de entrada de la unidad de biosensor 31, tal como se muestra en la figura 8, unos servidores de liquido
(reactivo) 34 a 38, una valvula de conmutacién 32 (EV100-105; fabricada por GL Sciences Inc.), y una bomba 33
(PERISTALTIC PUMP P-1; fabricada por la antigua Pharmacia) se conectaron por medio de tubos, y un servidor de
liquido de cintura 39 se conectd con la salida del canal de flujo. Usando este sistema, cada solucion (muestras,
reactivos, o tampones) suministrada a partir de los servidores de reactivo puede hacerse pasar a través del canal de
flujo a un caudal deseado en el sentido desde la entrada hasta la salida.

1-7. Medicion de antigeno HBs mediante analizador electroquimico

La unidad de biosensor construida y el aparato para controlar las condiciones de flujo se usaron para llevar a cabo la
medicion de antigeno HBs. Tampodn A (servidor de reactivo 1) se paso a través del canal de flujo durante 2 minutos.
Después de esto, mediante la conmutacion de la valvula de conmutacion, una solucién de antigeno HBs [preparada
mediante dilucién de antigeno HBs (recombinante, subtipo adw; producto de elaboracién propia) con tampdn A hasta
una concentracion previamente determinada] (servidor de reactivo 2) se pasoé a través del canal de flujo durante 30
minutos. La valvula se conmuté para pasar la solucion de anticuerpo anti-HBs marcado con ALP (2 pg/ml) (servidor
de reactivo 3) a través del canal de flujo durante 30 minutos. Ademas, la valvula se conmuté para pasar la solucién
de sustrato que contiene ion plata (servidor de reactivo 4) o la solucion de sustrato de pAPP (servidor de reactivo 5)
a través del canal de flujo durante 4 minutos, y se llevaron a cabo mediciones electroquimicas mientras que se
mantenian las condiciones de flujo.

Cada medicion electroquimica se llevé a cabo, tal como se muestra en la figura 8. Mas en particular, los conectores
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40 para el electrodo de trabajo, el de referencia y el contraelectrodo se conectaron con un analizador electroquimico
41 (modelo 832A; fabricado por ALS). Se hizo que el potencial eléctrico variara entre -0,15V y 0,6 V con respecto al
electrodo de referencia, mientras que se pasaba la solucién de sustrato que contiene i6n plata o la solucién de
sustrato de pAPP a través del canal de flujo, para medir la respuesta electroquimica mediante voltametria ciclica
(CV, cyclic voltammetry).

1-8. Resultados de las mediciones
(1) Deteccion de la intensidad de oxidacion causada por la presencia de antigeno HBs (compuesto a medir)

El resultado de una medicion de CV en la que la concentracion de antigeno HBs era de 0 U/ml se muestra en la
figura 9, y el resultado de una medicién de CV en la que la concentracion de antigeno HBs era de 48 U/ml se
muestra en la figura 10. La alimentacion de liquido al canal de flujo (es decir, condiciones de flujo) se llevod a cabo a
un caudal de 360 pl/min a través de la totalidad del procedimiento (desde la alimentacion de tampén A durante 2
minutos hasta la medicion electroquimica).

Cuando la concentracién de antigeno HBs era de 48 U/ml (figura 10), como una intensidad de oxidacion
acompafada por una reaccion de oxidacion de la plata depositada, una intensidad de oxidacion de 5,44 pA se
detectd a un potencial eléctrico de +0,138 V (potencial de oxidacion) con respecto al electrodo de referencia. Por el
contrario, cuando la concentracién de antigeno HBs era de 0 U/ml (figura 9), no se detect6 intensidad de oxidacion
similar alguna.

(2) Relacion entre la presencia de ion plata y la deteccién de intensidad de oxidacion

En este experimento, se examiné si la presencia o la ausencia de i6n plata afectaba o no la deposicién de plata. La
figura 11 muestra el resultado de una medicién de CV que se llevé a cabo bajo las condiciones que las de la figura
10 (concentracion de antigeno HBs: 48 U/ml, caudal: 360 pl/min), excepto porque se usé la solucién de sustrato de
pAPP (es decir, que no contiene ion plata) en lugar de la solucién de sustrato que contiene ion plata.

De acuerdo con la comparacion de los resultados que se muestran en las figuras 10 y 11, cuando se us6 la solucion
de sustrato que contiene i6n plata (figura 10), como una intensidad de oxidacion acompafiada por una reaccion de
oxidacion de la plata depositada, una intensidad de oxidacién de 5,44 pA se detectdé a un potencial eléctrico de
+0,138 V (potencial de oxidacion) con respecto al electrodo de referencia. Por el contrario, cuando se uso la solucion
de sustrato de pAPP (figura 11), una intensidad de oxidacion derivada de p-aminofenol (pAP) como su producto no
se detectd con claridad. Se encontré a partir de este resultado que la sensibilidad de deteccion de antigeno HBs
podria mejorarse de manera significativa bajo condiciones de flujo mediante la deposicion de plata o similar como un
producto de la reaccion.

(3) Efecto del caudal sobre la intensidad de oxidacion

En este experimento, para examinar el efecto de las condiciones de flujo (caudal), cada intensidad de oxidacion a un
potencial eléctrico de +0,138 V con respecto al electrodo de referencia se midié cuando el caudal se cambié a 0,
200, 360, y 1260 p/min. Las mediciones se llevaron a cabo bajo las condiciones que las de la figura 8
(concentracion de antigeno HBs: 48 U/ml), excepto por el caudal.

El resultado se muestra en la Tabla 1. Como es evidente a partir de la Tabla 1, se encontré que la reactividad
aumentd de manera significativa bajo condiciones de flujo, cuando se compara con las condiciones en las que el
caudal fue de 0 pl/min (condiciones no de flujo).

Tabla 1
Caudal (pl/min) Intensidad de oxidacion (uA)
0 0,498
200 1,42
360 5,17
1260 3,01

(4) Confirmacion de las propiedades cuantitativas

En este experimento, para examinar las propiedades cuantitativas en la medicién de antigeno HBs, cada intensidad
de oxidaciéon a un potencial eléctrico de +0,138 V con respecto al electrodo de referencia se midié cuando la
concentracion de antigeno HBs se cambio a 0, 24 y 48 U/ml. La medicion se llevé a cabo bajo las condiciones que
las de la figura 10 (caudal: 360 pl/min), excepto por la concentracion de antigeno HBs.
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El resultado se muestra en la figura 12. Como es evidente a partir de la figura 12, la intensidad aument6 de manera
dependiente de la concentracion de antigeno HBs, y las propiedades cuantitativas se confirmaron.

Ejemplo 2: Medicion de glucosa usando glucosa oxidasa (GOD)
2-1. Construccion de la parte de electrodo y la parte de deteccion

Una parte de electrodo se construyé de acuerdo con el procedimiento que se describe en el articulo 1-1 del Ejemplo
1. El electrodo de trabajo contenido en la parte de electrodo funciona como una parte de deteccion.

2-2. Construccion de la parte de reaccion de interaccion y la parte de insolubilizacion

Una solucion acuosa (2 pl) que contiene 2000 U/ml GOD (Roche) en tampén A se colocé sobre el electrodo de
trabajo de la parte de electrodo, y se dejo reposar a 37 °C bajo presion de vapor saturada durante 30 minutos para
inmovilizar el GOD sobre el electrodo de trabajo. Para retirar el disolvente, el sustrato se secd a 25 °C y una
humedad de un 40 % durante una hora, y se sec6 adicionalmente en un desecador de vacio a temperatura ambiente
durante 2 horas. El sustrato secado se sumergié en un tampén Tris 0,1 mol/l (pH 8,0) que contiene un 1 % de
caseina (fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) y NaCl 0,15 mol/l durante 30 minutos mientras que se
agitaba, para bloquear la parte con la que no habia reaccionado el GOD. El sustrato bloqueado se lavé con agua
desalinizada, y se secd. Tal como se ha descrito en lo que antecede, el GOD como una sustancia especifica se
inmovilizé sobre el electrodo de trabajo (parte de deteccidn) para construir una parte de reaccion de interaccion y
una parte de insolubilizacion sobre el electrodo de trabajo.

2-3. Preparacion de solucion que contiene ién plata

Como una solucién que contiene i6n plata, se preparé una solucion acuosa (pH 9,0) que contiene 0,25 mmol/l de
AgNO3 y 1 mmol/l de MgSOa..

2-4. Preparacion de solucion de glucosa

Como una solucién de glucosa, se prepard una soluciéon de dietanolamina de 0,1 mol/l (pH 9,8) que contiene MgCl,
0,5 mmol/l, NaCl 0,15 mol/l, y una concentracion previamente determinada de glucosa.

2-5. Construccion del canal de flujo y el aparato para controlar las condiciones de flujo

Un canal de flujo y un aparato para controlar las condiciones de flujo se construyeron de acuerdo con el
procedimiento que se describe en el articulo 1-6 del Ejemplo 1, excepto por que se uso el sustrato (que se describe
en el articulo 2-2) que tiene la parte de electrodo sobre la que se inmovilizé el GOD, en lugar de la parte de electrodo
sobre la que se inmovilizé el anticuerpo monoclonal anti-HBs.

2-6. Medicién de glucosa mediante analizador electroquimico

La unidad de biosensor construida y el aparato para controlar las condiciones de flujo se usaron para llevar a cabo la
medicion de glucosa. Tampén A (servidor de reactivo 1) se paso a través del canal de flujo durante 2 minutos.
Después de esto, mediante la conmutacion de la valvula de conmutacion, una solucién mixta (servidor de reactivo 2)
de la solucién que contiene idn plata y la solucién de glucosa se paso6 a través del canal de flujo a un caudal de 1,26
ml/min durante 5 minutos, y se llevaron a cabo mediciones electroquimicas mientras que se mantenian las
condiciones de flujo. Para esta prueba, la solucion mixta se prepardé inmediatamente antes de la conmutacion,
mediante el mezclado de la soluciéon que contiene idn plata y la solucién de glucosa, que se habia ajustado a una
concentracion previamente determinada, a una relacion de 1:1.

Cada medicién electroquimica se llevo a cabo tal como sigue. Los conectores para el electrodo de trabajo, el de
referencia y el contraelectrodo se conectaron con un analizador electroquimico (modelo 832A; fabricado por ALS).
Se hizo que el potencial eléctrico variara entre -0,15 V y 0,6 V con respecto al electrodo de referencia, mientras que
se pasa la solucidon mixta a través del canal de flujo, para medir la respuesta electroquimica by voltametria ciclica
(CV).

2-7. Resultados de las mediciones
(1) Deteccion de la intensidad de oxidacion dependiente de la concentracion de glucosa

La concentracion de glucosa contenida en la solucién mixta se cambié a 0, 100, y 200 mg/dl y, para cada una, se
llevé a cabo una medicién de CV. Las intensidades de oxidacién acompafadas por una reacciéon de oxidacion de la
plata depositada a un potencial eléctrico de +0,086 V con respecto al electrodo de referencia se muestran en la
figura 13. De entre estos resultados, el resultado de la medicion de CV en la que la concentracion de glucosa
contenida en la solucion mixta fue de 0 mg/dl (es decir, que no contiene glucosa) se muestra en la figura 14, y el
resultado de la medicion de CV en la que la concentracion de glucosa fue de 200 mg/dl se muestra en la figura 15.
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De acuerdo con la comparacion de las figuras 14 y 15, cuando la concentracion de glucosa fue de 200 mg/dl (figura
15), como una intensidad de oxidacion acompafiada por una reaccion de oxidacion de la plata depositada, una
intensidad de oxidacion de 4,24 pA se detectd a un potencial eléctrico de +0,086 V (potencial de oxidacion) con
respecto al electrodo de referencia. Por el contrario, cuando la concentracion de glucosa contenida en la solucion
mixta fue de 0 mg/dl (figura 14), no se detecto intensidad de oxidacion similar alguna. Ademas, tal como se muestra
en la figura 13, las propiedades cuantitativas se confirmaron.

(2) Efecto del caudal sobre la intensidad de oxidacion

En este experimento, para examinar el efecto de las condiciones de flujo (caudal), cada intensidad de oxidacion se
midié cuando el caudal fue de 0 ml/min (en reposo; condiciones no de flujo) y la concentracién de glucosa contenida
en la solucién mixta fue de 0 mg/dl y 200 mg/dl. Una medicién de CV se llevd a cabo mientras que se hizo que el
potencial eléctrico variara entre -0,15 V y 0,4 V con respecto al electrodo de referencia. El resultado de la medicion
de CV en la que la concentracion de glucosa contenida en la solucion mixta fue de 0 mg/dl (sin glucosa) se muestra
en la figura 16, y el resultado de la medicion de CV en la que la concentracion de glucosa fue de 200 mg/dl se
muestra en la figura 17. No se detectdé cambio alguno en la intensidad de oxidacién causada por el cambio en la
concentracion de glucosa entre las figuras 16 y 17. A partir del resultado que una intensidad de oxidacion se detecto
bajo condiciones de flujo a una concentracion de glucosa de 200 mg/dl tal como se muestra en la figura 15, mientras
que no se detect6 intensidad de oxidacion similar alguna a un caudal de 0 ml/min (en reposo; condiciones no de
flujo) (figuras 16 y 17), se encontré que la sensibilidad de medicion de la glucosa podria mejorarse de manera
significativa bajo condiciones de flujo mediante la deposicion de plata o similar como un producto de la reaccion.

(3) Confirmacion del efecto de una reaccion de reduccion no especifica

En este experimento, para examinar el efecto de una reaccion de reduccién no especifica de i6n plata mediante
glucosa bajo condiciones de flujo, un biosensor que tiene una parte de electrodo en la que no se inmovilizé GOD
sobre el electrodo de trabajo se us6 para medir la intensidad de oxidacién a una concentracion de glucosa de 200
mg/dl bajo las condiciones que se han usado previamente. El resultado de la medicién de CV se muestra en la figura
18. Como es evidente a partir de la figura 18, no se detecto intensidad de oxidacién alguna derivada de la deposicion
no especifica de plata al caudal usado en este Ejemplo.

Ejemplo 3: Influencia y efecto de las condiciones de flujo en cada etapa
(1) Efecto de las condiciones de flujo sobre la intensidad de oxidacion

La influencia y el efecto de la condicién de flujo se examinaron en la etapa (A) de convertir una sustancia soluble en
una sustancia insoluble mediante una reaccion de insolubilizacién (reaccién de oxidacion-reduccion) y depositar la
sustancia insoluble sobre una parte de deteccion, o en la etapa (B) de analizar eléctricamente la sustancia insoluble
depositada sobre la parte de deteccion. El biosensor y el aparato para controlar las condiciones de flujo construidos
en el Ejemplo 1 se usaron para medir el antigeno HBs bajo los siguientes tres tipos de condiciones de flujo.

Tampon A (servidor de reactivo 1) se paso a través del canal de flujo durante 2 minutos. Después de esto, mediante
la conmutacion de la valvula de conmutacion, la solucion de antigeno HBs (concentracion de antigeno HBs: 48 U/ml)
(servidor de reactivo 2) se paso a través del canal de flujo durante 30 minutos. La valvula se conmuté para pasar la
solucion de anticuerpo anti-HBs marcado con ALP (2 pg/ml) (servidor de reactivo 3) a través del canal de flujo
durante 30 minutos, para formar un complejo del antigeno HBs y el anticuerpo anti-HBs marcado con ALP. Ademas,
la valvula se conmuté para pasar la solucion de sustrato que contiene ién plata (servidor de reactivo 4) a través del
canal de flujo. Como “condiciéon 1”, el caudal se mantuvo a 360 pl/min durante 4 minutos (etapa A: flujo), y una
medicion electroquimica se llevé a cabo mientras que se mantenian las condiciones de flujo (etapa B: flujo). Como
“condicion 27, el caudal se mantuvo a 360 pl/min durante 4 minutos (etapa A: flujo), y una medicién electroquimica se
llevd a cabo después de que el caudal se cambiara a 0 pl/min (parada) (etapa B: no flujo). Como “condicion 3”
(comparativa), el caudal se cambié a 0 pl/min (parada) y se mantuvo durante 4 minutos (etapa A: no flujo), y una
medicion electroquimica se llevé a cabo mientras que el caudal se mantuvo a 0 ul/min (parada) (etapa B: no flujo).
Cada medicion electroquimica se llevo a cabo mientras que se hizo que el potencial eléctrico variara entre -0,15 V' y
0,4 V con respecto al electrodo de referencia. Los resultados de la medicion de CV bajo las condiciones 1 a 3 se
muestran en las figuras 19 a 21, respectivamente.

Como resultado, no se detectdé intensidad de oxidacion alguna bajo la condicion 3 (no flujo / no flujo; figura 21). Una
intensidad de oxidacion de 0,78 pA se detecté a un potencial eléctrico de +0,137 V con respecto al electrodo de
referencia bajo la condicién 2 (flujo / no flujo; figura 20), y una intensidad de oxidacion de 5,08 pA se detecto bajo la
condicion 3 (flujo / flujo; figura 19). A partir de estos resultados, se encontré: que era necesario llevar a cabo por lo
menos una de las etapas A y B bajo condiciones de flujo; que, a la vista de la comparacion de la condicion 3 (figura
21) y la condicion 2 (figura 20), el antigeno HBs podria detectarse cuando la etapa A de depositar el producto de
reaccion sobre la parte de deteccion se llevo a cabo bajo condiciones de flujo: y que, a la vista de la comparacion de
la condicion 1 (figura 19) y la condicion 2 (figura 20), la sensibilidad de deteccion de antigeno HBs podria mejorarse
de manera significativa cuando la medicién electroquimica en la etapa B se llevé a cabo bajo condiciones de flujo.
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Ejemplo 4: Medicion de antigeno HBs mediante cromatografia (procedimiento de flujo espontaneo)
4-1. Construccion de la parte de electrodo y la parte de deteccion

Una parte de electrodo se construyé de acuerdo con el procedimiento que se describe en el articulo 1-1 del Ejemplo
1. El electrodo de trabajo contenido en la parte de electrodo funciona como una parte de deteccion.

4-2. Construccion de la parte de reaccion de interaccion y la parte de insolubilizacion

Una parte de reaccion de interaccion y una parte de insolubilizacion se construyeron sobre el electrodo de trabajo de
acuerdo con el procedimiento que se describe en el articulo 1-2 del Ejemplo 1.

4-3. Preparacioén de soluciones de reactivo

Cada solucion de reactivo se prepar6 de acuerdo con los procedimientos que se describen en los articulos 1-3 y 1-4
del Ejemplo 1.

4-4. Construccion de la inmunocromatografia

(1) Construccioén de la parte de electrodo inmovilizada con un complejo de anticuerpo policlonal de conejo anti-HBs
marcado con ALP / antigeno HBs / anticuerpo monoclonal anti-HBs (complejo de HBs marcado con ALP)

La parte de electrodo inmovilizada con anticuerpo monoclonal anti-HBs construida en el articulo 4-2 se sumergi6 en
una solucion de antigeno HBs [preparada mediante dilucion de antigeno HBs (recombinante, subtipo adw; producto
de elaboracién propia) con tampon A hasta una concentracion previamente determinada] mientras que se agitaba.
Después de que esta reaccion se llevara a cabo durante 30 minutos, la parte de electrodo se lavd con agua
desalinizada, y se secd con aire. La parte de electrodo secada se sumergio en la solucion de anticuerpo anti-HBs
marcado con ALP (2 pg/ml) mientras que se agitaba. Después de que esta reaccién se llevara a cabo durante 30
minutos, la parte de electrodo se lavo con agua desalinizada y se secé con aire para obtener una parte de electrodo
inmovilizada con un complejo de HBs marcado con ALP.

(2) Construccion de la inmunocromatografia que tiene una parte de electrodo

Una inmunocromatografia que tiene una parte de electrodo se construyé tal como sigue. Tal como se muestra en las
figuras 22 y 23, una membrana de nitrocelulosa (Hi-Flow 180 Unbacked; fabricado por MILLIPORE) 51 se corté a un
tamafio de 5 mm X 40 mm, y un depésito para aplicar un reactivo 52, preparado cortando una lamina de caucho de
silicona (espesor: 5 mm, lamina SR SR-50; fabricada por Tigers Polymer Corporation) al tamafio tal como se
muestra en las figuras 24 y 25, se colocé en un lado de extremo (extremo A) de la membrana. En otro lado de
extremo (extremo B) de la membrana, una almohadilla de celulosa (CELLULOSE FIBER SAMPLE PADS; fabricadas
por MILLIPORE), cortada a un tamafio de 10 mm X 30 mm como una almohadilla absorbente 53, se uni6 a la
membrana de tal modo que se solapaban entre si a una anchura de 10 mm. En la cara posterior de la membrana de
nitrocelulosa en una position a 10 mm del extremo B, se dispuso la parte de electrodo inmovilizada con el complejo
de HBs marcado con ALP 54 preparado en el articulo (1), en el que el complejo de HBs marcado con ALP 56 se
inmovilizé sobre la parte de electrodo 55, de tal modo que la parte de electrodo se puso en contacto con la
membrana, para obtener una tira inmunocromatografica que tiene una parte de electrodo. Mediante el uso de esta
tira inmunocromatografica que tiene una parte de electrodo, pueden medirse eléctricamente reacciones bajo
condiciones de flujo espontaneo utilizando la capilaridad en la membrana de nitrocelulosa.

4-5. Medicién de antigeno HBs mediante analizador electroquimico

El antigeno HBs se midid usando tiras inmunocromatograficas que tienen una parte de electrodo, que se habia
preparado mediante el cambio de la concentraciéon de antigeno HBs a 0, 18, y 36 U/ml. Al depdsito de aplicacion de
reactivo de cada tira inmunocromatografica que tiene una parte de electrodo, se afadieron 150 pl de la solucién de
sustrato que contiene ién plata. Esta solucién se transfirié en el sentido hacia el extremo B por capilaridad durante 6
minutos, y se llevaron a cabo mediciones electroquimicas mientras que se mantenia este estatus.

Cada medicién electroquimica se llevo a cabo tal como sigue. Los conectores para el electrodo de trabajo, el de
referencia y el contraelectrodo se conectaron con un analizador electroquimico (modelo 832A; fabricado por ALS).
Se hizo que el potencial eléctrico variara entre -0,15 V 'y 0,4 V con respecto al electrodo de referencia para medir la
respuesta electroquimica by voltametria ciclica (CV).

4-6. Resultados de las mediciones
(1) Deteccion de la intensidad de oxidacion causada por la presencia de antigeno HBs

Los resultados de mediciones de CV en las que la concentracion de antigeno HBs era de 0, 18, y 36 U/ml se
muestran en las figuras 26 a 28, respectivamente. No se detectd sefial alguna cuando la concentracion de antigeno
HBs era de 0 U/ml. Una intensidad de oxidaciéon de 4,27 pA se detectd a un potencial eléctrico de +0,132 V con
respecto al electrodo de referencia cuando la concentracién era de 18 U/ml. Una intensidad de oxidacién de 11,2 pA
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se detectd a un potencial eléctrico de +0,124 V con respecto al electrodo de referencia cuando la concentracion era
de 36 U/ml. El resultado de la mediciéon de la intensidad de oxidacién a un potencial eléctrico de +0,132 V con
respecto al electrodo de referencia se muestra en la figura 29. Como es evidente a partir de la figura 29, la
intensidad de oxidacion aumenté de manera dependiente de la concentracion de antigeno HBs y, por lo tanto, se
confirmo que el antigeno HBs podria medirse de manera cuantitativa mediante este procedimiento.

Ejemplo 5: Medicion del antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) usando electrodos de carbono
5-1. Construccion de la parte de electrodo y la parte de deteccion

Se construy6 una parte de electrodo que tiene un patron tal como se muestra en la figura 2, usando un patrén de
mascaras de acero inoxidable tal como se muestra en la figura 3, mediante un procedimiento de impresion. Una
estructura de electrodo se form6 mediante la impresion de una pasta de carbono conductora (FTU-20; Asahi
Chemical Research Laboratory Co., Ltd.) sobre una sustancia aislante 11 fabricada de poli(tereftalato de etileno)
(PET). Una tinta de cloruro de plata / plata (fabricada por BAS Inc.) se aplicé sobre una parte de la estructura de
electrodo y se calenté a 120 °C durante 10 minutos para construir una parte de electrodo 12 y un electrodo de
referencia 16 (al que se hace referencia a veces en lo sucesivo en el presente documento como la parte de
electrodo de carbono). Los extremos opuestos al electrodo de trabajo, el contraelectrodo y el electrodo de referencia
funcionan como unos conectores 18. El electrodo de trabajo contenido en la parte de electrodo funciona como una
parte de deteccion.

5-2. Construccion de la parte de reaccion de interaccion y la parte de insolubilizacion

Una parte de reaccidon de interaccion y una parte de insolubilizacion se construyeron de acuerdo con el
procedimiento que se describe en el Ejemplo 1-2.

5-3. Preparacion de soluciéon que contiene anticuerpo policlonal de conejo anti-HBs (Fab’) marcado con fosfatasa
alcalina (ALP)

Una solucién que contiene un anticuerpo policlonal de conejo anti-HBs (Fab’) marcado con fosfatasa alcalina (ALP)
se preparo, de acuerdo con el procedimiento que se describe en el Ejemplo 1-3.

5-4. Preparacion de solucion de sustrato que contiene ion plata

Como una solucion de sustrato que contiene ion plata, se preparé una solucion de dietanolamina de 0,04 mol/l (pH
9,4) que contiene 2 mmol/l de p-aminofenilfosfato (pAPP; fabricado por Universal sensors), 0,125 mmol/l de AgNOs3,
y 1 mmol/l de MgSOs,.

5-5. Preparacion de soluciéon de lavado

Como una solucion de lavado, se prepard una solucion de dietanolamina de 0,04 mol/l (pH 9,4) que contiene 1
mmol/l de MgSOs,.

5-6. Construccion del canal de flujo capilar que tiene una parte de electrodo de carbono
Tal como se muestra en la figura 30, se construyd una unidad de flujo capilar que tiene la parte de electrodo.

Tal como se muestra en la figura 30, se dispusieron unas secciones de cinta de doble cara 62 (Scotch ST416;
fabricada por 3M) en paralelo sobre el sustrato de PET 11 sobre el que se habia formado la parte de electrodo de
carbono, y un sustrato de PET 63 se uni6 al sustrato de PET 11 con las cintas de doble cara para construir un canal
de flujo. En una abertura 64a formada en un lado de extremo (extremo A) del canal de flujo, un deposito de
aplicacion de reactivo 64 fabricado de una lamina de caucho de silicona (espesor: 5 mm, lamina SR SR-50;
fabricada por Tigers Polymer Corporation) y que tiene una estructura que se muestra en las figuras 31 y 32 se
colocé. En otro lado de extremo (extremo B), una almohadilla de celulosa (CELLULOSE FIBER SAMPLE PADS;
fabricadas por MILLIPORE), cortada a un tamafio de 10 mm X 150 mm como una almohadilla absorbente 65, se
dispuso sobre el sustrato de tal modo que estaba en contacto inmediato con la salida del canal de flujo, para
construir un canal de flujo capilar que tiene una parte de electrodo de carbono.

5-7. Medicion de antigeno HBs mediante analizador electroquimico

El canal de flujo capilar construido que tiene una parte de electrodo de carbono se usé para medir un antigeno HBs.
Una mezcla preparada mediante la adicién de 0,83 pl de la solucidn de anticuerpo anti-HBs marcado con ALP (120
pg/ml) a 49,17 pl de una solucion de antigeno (preparada mediante dilucién de un antigeno HBs con un suero
humano hasta una concentracion previamente determinada) se aplicé al canal de flujo desde el extremo A (desde el
lado del depdsito de aplicacion de reactivo). A continuacion, 750 pl de la solucion de lavado se afiadieron al depdsito
de aplicacion de reactivo, y se transfirid en el sentido hacia el extremo B por capilaridad. Una vez que la totalidad de
la cantidad de solucion de lavado hubo fluido a partir del depdsito de reactivo hacia el canal de flujo, 500 pl de la
solucién de sustrato que contiene i6n plata se afiadieron al depdsito de reactivo. Esta solucidon se transfirié en el
sentido hacia el extremo B por capilaridad durante 2 minutos, y se llevaron a cabo mediciones electroquimicas
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mientras que se mantenia este estatus.

Cada medicién electroquimica se llevo a cabo tal como sigue. Los conectores para el electrodo de trabajo, el de
referencia y el contraelectrodo se conectaron con un analizador electroquimico (modelo 832A; fabricado por ALS).
Se hizo que el potencial eléctrico variara entre -0,4 V y 0,4 V con respecto al electrodo de referencia (incremento de
potencial: 0,005 V, amplitud: 0,05 V, anchura de impulso: 0,1 segundos, y periodo de impulso: 0,2 segundos) para
medir la respuesta electroquimica mediante voltametria de impulsos diferencial (DPV, differential pulse voltammetry).

5-8. Resultados de las mediciones
(1) Deteccion de la intensidad de oxidacion causada por la presencia de antigeno HBs

Los resultados de mediciones de DPV en las que la concentracién de antigeno HBs era de 0, 0,25 y 2,5 U/ml se
muestran en las figuras 33 a 35, respectivamente. A un potencial eléctrico de +0,165 V con respecto al electrodo de
referencia, las intensidades de oxidacion fueron de 13,74 nA, 38,10 nA, y 218,5 nA cuando las concentraciones de
antigeno HBs eran de 0, 0,25 y 2,5 U/ml, respectivamente. Como es evidente a partir de la grafica de la figura 36, la
intensidad de oxidacion aumenté de manera dependiente de la concentracion de antigeno HBs y, por lo tanto, se
confirmo que el antigeno HBs podria medirse de manera cuantitativa mediante este procedimiento.

Ejemplo 6: Medicion del antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) (efecto de adicion de NaCl)
6-1. Construccion de la parte de electrodo y la parte de deteccion

Una parte de electrodo se construyé de acuerdo con el procedimiento que se describe en el articulo 5-1 del Ejemplo
5. El electrodo de trabajo contenido en la parte de electrodo funciona como una parte de deteccion.

6-2. Construccion de la parte de reaccion de interaccion y la parte de insolubilizacion

Una parte de reaccion de interaccion y una parte de insolubilizacion se construyeron sobre el electrodo de trabajo de
acuerdo con el procedimiento que se describe en el articulo 1-2 del Ejemplo 1.

6-3. Preparacion de soluciéon que contiene anticuerpo policlonal de conejo anti-HBs (Fab’) marcado con fosfatasa
alcalina (ALP)

Una solucién de reactivo se prepard de acuerdo con el procedimiento que se describe en el articulo 1-3 del Ejemplo
1.

6-4. Preparacion de solucion de sustrato que contiene ién plata

Como soluciones de sustrato que contienen i6n plata, se prepararon soluciones que contienen 2 mmol/l de p-
aminofenilfosfato (pAPP; fabricado por Universal sensors), 0,125 mmol/l de AgNO3, 1 mmol/l de MgSQa4, 0,04 mol/l
de dietanolamina, y concentraciones previamente determinadas (0, 0,5, 1, 2 mmol/l) de NaCl (pH 9,4).

6-5. Preparacion de solucion de lavado
Una solucioén de lavado se preparé de acuerdo con el procedimiento que se describe en el articulo 5-5 del Ejemplo 5.
6-6. Construccion del canal de flujo capilar que tiene una parte de electrodo de carbono

Un canal de flujo capilar que tiene una parte de electrodo de carbono se construy6 de acuerdo con el procedimiento
que se describe en el articulo 5-6 del Ejemplo 5.

6-7. Medicién de antigeno HBs mediante analizador electroquimico

El canal de flujo capilar construido que tiene una parte de electrodo de carbono se usé para medir un antigeno HBs.
Una mezcla preparada mediante la adicién de 0,83 ul de la solucidn de anticuerpo anti-HBs marcado con ALP (120
png/ml) a 49,17 ul de una solucion de antigeno (preparada mediante dilucion de un antigeno HBs con un tampén de
fosfato de 0,1 mol/l que contiene 0,1 % BSA hasta una concentracion previamente determinada) se aplicé al canal
de flujo desde el extremo A (desde el lado del depdsito de aplicacion de reactivo). A continuacion, 750 ul de la
solucién de lavado se anadieron al depésito de aplicacion de reactivo, y se transfirié en el sentido hacia el extremo B
por capilaridad. Una vez que la totalidad de la cantidad de solucién de lavado hubo fluido a partir del depésito de
reactivo hacia el canal de flujo, 500 pl de la solucién de sustrato que contiene ién plata se afiadieron al depésito de
reactivo. Esta solucion se transfirid en el sentido hacia el extremo B por capilaridad durante 2 minutos, y se llevaron
a cabo mediciones electroquimicas mientras que se mantenia este estatus. Cada medicién electroquimica se llevé a
cabo de acuerdo con el procedimiento y las condiciones que se describen en el articulo 5-7 del Ejemplo 5.
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6-8. Resultados de las mediciones

Los resultados de mediciones de DPV en las que la concentracion de antigeno HBs era de 0 U/ml se muestran en
las figuras 37 a 40. Los resultados de mediciones de DPV en las que la concentracion de antigeno HBs era de 45
U/ml se muestran en las figuras 41 a 44.

Cuando la concentracion de antigeno HBs era de 45 U/ml y las concentraciones de NaCl fueron de 0 mmol/l (figura
41), 0,5 mmol/l (figura 42), 1 mmol/l (figura 43), y 2 mmol/l (figura 44), de entre las intensidades de oxidacién a unos
potenciales eléctricos de +0,05 0V, -0,015 V, +0,036 V, y +0,026 V con respecto al electrodo de referencia,
respectivamente, la intensidad de oxidacion a una concentracion de 0,5 mmol/l era la mas alta (1842 nA). Cuando la
concentracion de antigeno HBs era de 0 U/ml y las concentraciones de NaCl fueron de 0 mmol/l (figura 37), 0,5
mmol/l (figura 38), 1 mmol/l (figura 39), y 2 mmol/l (figura 40), las intensidades de oxidacién a unos potenciales
eléctricos de +0,030 V, +0,055 V, +0,010 V, y +0,020 V con respecto al electrodo de referencia fueron de 151,8 nA,
286,2 nA, 699,4 nA, y 466,9 nA, respectivamente. Se encontré que la reactividad podria mejorarse mediante la
adicion de una cantidad apropiada de NaCl.

Ejemplo 7: Confirmacion del efecto del cambio en la forma de la superficie de electrodo [Medicion del
antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg)]

7-1. Construccion de la parte de electrodo y la parte de deteccion

Una parte de electrodo sobre la que se formd un gran numero de estructuras tridimensionales que tienen una forma
de piramide tal como se muestra en las figuras 45 a 47 se construy6 sobre un sustrato de poli(acido lactico) (al que
se hace referencia a veces en lo sucesivo en el presente documento como sustrato de estructura tridimensional), y
una parte de electrodo y una parte de deteccién se construyeron sobre el sustrato de estructura tridimensional,
usando un patron de mascaras tal como se muestra en la figura 3, mediante un procedimiento de bombardeo
catddico y un procedimiento de lanzamiento. Las estructuras tridimensionales que tienen una forma de piramide y el
sustrato de estructura tridimensional se construyeron por electroformaciéon. A partir de las micrografias que se
muestran en las figuras 46 y 47, las estructuras tridimensionales que tienen una base cuadrada de 135 uym X 135 ym
y una altura de 300 um se dispusieron con regularidad a una densidad de 12,3 pirémides/mmz.

Se explicaran brevemente el procedimiento para construir la parte de electrodo que se ha mencionado en lo que
antecede y la parte de deteccion. Una pelicula delgada de oro que tiene un espesor de 50 nm se formd sobre el
sustrato de estructura tridimensional, y una tinta de cloruro de plata / plata (fabricada por BAS Inc.) se aplicé sobre
una parte de la pelicula delgada de oro para construir un electrodo de referencia 16. Para dividir el area entre la
parte de electrodo 12 y una parte de conductor 13, una parte de la parte de conductor se cubrié con una capa
aislante 17 para construir la parte de electrodo que tiene un electrodo de trabajo 14, un contraelectrodo 15, y el
electrodo de referencia 16. Los extremos opuestos al electrodo de trabajo, el contraelectrodo y el electrodo de
referencia funcionan como unos conectores 18. El electrodo de trabajo contenido en la parte de electrodo funciona
como una parte de deteccion (a la que se hace referencia a veces en lo sucesivo en el presente documento como
parte de electrodo tridimensionalizada).

7-2. Construccion de la parte de reaccion de interaccion y la parte de insolubilizacion

Una parte de reaccion de interaccion y una parte de insolubilizacion se construyeron sobre el electrodo de trabajo de
acuerdo con el procedimiento que se describe en el articulo 1-2 del Ejemplo 1.

7-3. Preparacion de soluciéon que contiene anticuerpo policlonal de conejo anti-HBs (Fab’) marcado con fosfatasa
alcalina (ALP)

Una solucién de reactivo se prepard de acuerdo con el procedimiento que se describe en el articulo 1-3 del Ejemplo
1.

7-4. Preparacion de solucion de sustrato que contiene ion plata

Como una solucion de sustrato que contiene ion plata, se prepard una solucion de dietanolamina de 0,04 mol/l (pH
9,4) que contiene 2 mmol/l de p-aminofenilfosfato (pAPP; fabricado por Universal sensors), 0,0625 mmol/l de AgNO3,
y 1 mmol/l de MgSOs,.

7-5. Construccion del canal de flujo y el aparato para controlar las condiciones de flujo

Un canal de flujo y un aparato para controlar las condiciones de flujo se construyeron de acuerdo con el
procedimiento que se describe en el articulo 1-6 del Ejemplo 1.

7-6. Medicion de antigeno HBs usando una parte de electrodo ftridimensionalizada mediante analizador
electroquimico

De acuerdo con el procedimiento que se describe en el articulo 1-7 del Ejemplo 1, un antigeno HBs se midié usando
la parte de electrodo tridimensionalizada que se construyo en lo que antecede. Como un control para comparacion,
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se uso la parte de electrodo sin las estructuras tridimensionales (a la que se hace referencia a veces en lo sucesivo
en el presente documento como parte de electrodo plana), construida en el Ejemplo 1. A este respecto, cada
medicion electroquimica se llevé a cabo de acuerdo con el procedimiento y las condiciones que se describen en el
articulo 5-7 del Ejemplo 5.

7-7. Resultados de las mediciones
(1) Deteccion de la intensidad de oxidacion causada por la presencia de antigeno HBs (compuesto a medir)

El resultado de una medicion de DPV en la que se uso6 la parte de electrodo tridimensionalizada y la concentracion
de antigeno HBs era de 0 U/ml se muestra en la figura 48, y el resultado de una medicion de DPV en la que la
concentracion de antigeno HBs era de 0,7 U/ml se muestra en la figura 49. Como un control, el resultado de una
medicion de DPV en la que se uso la parte de electrodo sin las estructuras tridimensionales (parte de electrodo
plana) y la concentracion de antigeno HBs era de 0 U/ml se muestra en la figura 50, y el resultado de una medicion
de DPV en la que la concentracion de antigeno HBs era de 0,7 U/ml se muestra en la figura 51. En estas
mediciones, la alimentacion de liquido al canal de flujo (es decir, condiciones de flujo) se llevo a cabo a un caudal de
360 pl/min a través de la totalidad del procedimiento (desde la alimentacion de tampén A durante 2 minutos hasta la
medicion electroquimica).

Cuando la concentracion de antigeno HBs era de 0,7 U/ml (figura 49), como una intensidad de oxidacion
acompafada por una reaccion de oxidacion de la plata depositada, una intensidad de oxidacion de 800,7 nA se
detectd a un potencial eléctrico de +0,145 V (potencial de oxidacion) con respecto al electrodo de referencia. Cuando
la concentracion de antigeno HBs era de 0 U/ml (figura 48), la intensidad de oxidacion fue de 343 nA. Con respecto
a la parte de electrodo plana, a pesar de que una intensidad de oxidacion se observaba en el Ejemplo 1 cuando la
concentracion de antigeno HBs era de 48 U/ml, no se detectd intensidad de oxidacion alguna similar a las
observadas en las mediciones que usan la parte de electrodo tridimensionalizada en ambos casos [0 U/ml (figura 50)
y 0,7 U/ml (figura 51)]. Se encontrd a partir de estos resultados que la sensibilidad de deteccion de antigeno HBs
podria mejorarse de manera significativa mediante la tridimensionalizacion de la parte de electrodo.

Susceptibilidad de aplicacion industrial

La presente invencion puede aplicarse al analisis de alta sensibilidad, por ejemplo, pruebas clinicas, diagnoéstico,
analisis alimentario y analisis ambiental.

A pesar de que la presente invencién se ha descrito con referencia a realizaciones especificas, son posibles
diversos cambios y modificaciones obvios para los expertos en la materia sin alejarse del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de analisis caracterizado por comprender las etapas de:

(a) hacer reaccionar una sustancia a analizar con por lo menos un socio especifico que muestra una interaccion
selectiva con la sustancia, convertir una sustancia soluble en una sustancia insoluble mediante una reaccién de
insolubilizacién, en correlacion con la cantidad de la sustancia a analizar contenida en una muestra, y depositar
la sustancia insoluble sobre una parte de deteccion, y

(b) analizar eléctricamente la sustancia insoluble depositada sobre la parte de deteccion,

en el que por lo menos la reaccién de insolubilizacién en la etapa (a) se lleva a cabo bajo condiciones de flujo.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el socio especifico es una enzima.
3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la etapa (a) comprende:

(1) formar un complejo que comprende una sustancia a analizar, un socio especifico que muestra una interaccion
selectiva con la sustancia, y una sustancia de marcado, en correlacion con la cantidad de la sustancia a analizar
contenida en una muestra, y

(2) convertir una sustancia soluble en una sustancia insoluble mediante una reaccién de insolubilizacién causada
de manera directa o indirecta por la sustancia de marcado contenida en el complejo formado, y depositar la
sustancia insoluble sobre una parte de deteccion,

en el que por lo menos la etapa (2) se lleva a cabo bajo condiciones de flujo.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la sustancia de marcado es una hidrolasa.
5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la hidrolasa es fosfatasa alcalina.

6. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la reaccién de
insolubilizacion es una reaccion de oxidacion-reduccion.

7. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la sustancia soluble esta
seleccionada de entre un i6n inorganico, un i6n organico, un sustrato de enzima o su producto de reaccion, y un
colorante.

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en el que la sustancia soluble es un i6n de metal.

9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el ibn de metal es un ién plata.

10. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la parte de deteccion
esta compuesta de uno cualquiera de entre un metal, un polimero, carbono, una estructura de nanotubos, grafito o
una sustancia inorganica, o una combinacién de los mismos.

11. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la parte de deteccion
tiene una o mas estructuras tridimensionales que tienen una forma similar a un angulo agudo.

12. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el socio especifico esta
inmovilizado sobre la parte de deteccién.

13. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que las condiciones de flujo
son un flujo forzado o un flujo espontaneo.

14. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que el procedimiento de
analisis que comprende la etapa de analisis eléctrico es un analisis amperimétrico.

21



ES 2484615713

Figura 1

Figura 2

_ e
T W

i 1]_1
A
“i
|
)

B Ty

22



ES 2484615713

Figura 3

Figura 4

23



ES 2484615713

Figura 5

26

24



ES 2484615713

Figura 7

25



ES 2484615713

6¢

Iy —

oy

Figura 8

It

ol

8¢ LE 9¢ St Pt

26



Figura 9

Intensidad (£A)

Intensidad (¢ A)

Intensidad (¢ A)

ES 2484615713

03 020  C10 o 010 020
Potencial (V)

050 040

C,50 040 0,20 0,20 0,10 0 010 020

Potencial (V)

100+
040 0,

3% 030 025 020 015 040 005 0 005 040 H1

Potencial (V)

27



ES 2484615713

Figura 12

Intensidad ( £ A)
(]

G L 1 '} — N -

0 10 20 30 40 50 60
Conc. de antigeno HBs (U/ml)

Intensidad ( A )

0 50 100 150 200 250
Conc. de glucosa (mg/dl)

28



Figura 14

ES 2484615713

12
1,01

0,8
0,4
0,2 5

04
08
08
1,0

Intensidad { X 10~°A)

1

0‘3. ..

U. ..
021 4

-2

Figura 15

T

Gen

030 020 o¢

Potencial (V)

G50 040

1,2
1.0 4

0,61
04 4

04
0.2 4

06

Intensidad (X 105A)

084
02}

0gd -
404

1.2

0,40 Q,

Figura 16

T T T

35 030 025 0,20 015 0J0 005

Potencial (V)

0 005 4,40 0,15

10

361
209

1,0 4

203
30
40

£0
740
0

Intensidad (X 10~"A)

0_.
401

S0X -

80 4 ; ; .
040 035 030 025 020

T T

015 0,10 605 0 DS DWW 015

Potencial (V)

—rT

29



ES 2484615713

Figura 17
~
<
T
o
—
X
p —
b=
(v}
=
7}
c
b
£
B e e e
040 035 030 025 020 045 0,00 0,05 0 D05 0,00 5,15
Potencial (V)
Figura 18
62 . . . . . e
104
< 08
"? r;'g_:.
Q  g4d.. : . .
» g2d o s
S 0_ - T : - . .k
g 0z -
:E 'or.“" o
2 064 -
[T}
-E -0,8:
= 0]
1,2 Frrrrrrrrer——r e r .
080 050 040 02 020 0,10 0 010 020
Potencial (V)
Figura 19
12 ot
> 10
|.|')< Dls-'
";; 0,5 1
- 0A
b4
e 0271
© 0q:-
©
o 0,2 -
7} N
2 04 ;
L e ‘ ]
£ o8l :
A0 2
12 Ty F

040 035 030 025 020 045 040 005 O 006 010 015

Potencial (V)

30



Figura 20

12 e
1,04

061
049 -

044
064
084
16

Intensidad ( x 10~5A)

ES 2484615713

Ola. .

0’2. -

T T

-1,2
0,40

Figura 21

T v.;v-,-',”.- T T T T 4
035 030 02 020 015 040 005 0 005 010 06

Potencial (V)

0,8 4
4,01

Intensidad (x 10~5A)

4

1,24
040

Figura 22

Tr-r

03 €20 02 020 015 040 00F O 005 010 D15

Potencial (V)

52 ——(

31



ES 2484615713

Figura 23

S2

Figura 24

Figura 25

17

F 3
Y

32



ES 2484615713

[
=
Q0
N

Figura 26

-},2 ( A - s -i l L 1. 1 L
~ 107 : _
o 064 : _ o : _. . R .
; oad - e e P ..::_ ok
o i}
1] N : . . : 1
w 3 R o S P 4
c ‘0'41 : : : : . . : 5 :
Q o8] : o L}
B o o
A0 - L. . - : - L
1,2 u T T T v T

0dC 035 0320 025 020 91 040 006 0 008 D40 0I5

Potencial (V)
Figura 27

vl i Il [l L L i de Il P L

1.2 !
q,ﬂj

0
044 -0

02d
q:. .

0,2 .
04 -
083
089
403

Y Y S S SO S SO S SO —
040 035 030 028 020 015 040 Q05 0O D06 D0 045

Potencial (V)

Intensidad (% 10~5A)

Figura 28

1,2 s i
1lgj. . . o o
024 -
061
041 -
024
04 e
044
o8
081
404 -

B B s e -t

0,40 025 0320 025 020 015 010 005 0 005 5,10 045

Potencial (V)

Intensidad ( x 10~5A)

33



ES 2484615713

Figura 29

12

—
o

Intensidad ( £ A)

n L L i
0 10 20 30

Conc. de antigeno HBs (U/ml)
Figura 30

Extremo A 04

Extremo B

34



ES 2484615713

Figura 31

Figura 32

F 3

v

Figura 33

Intensidad (% 10~7A)

36 e r————————
020 016 012 00 QM 0 004 008 O

Potencial (V)

35



Figura 34

Intensidad ( X 10~6A)

Figura 35

Intensidad ( X 10~CA)

ES 2484615713

0,16

0,12

— v ¥ T =

0,08 0,04 0 0,04 £0,08 {012
Potencial (V)

0

014 - -

021

834 - oL
04i
0s{

LTE

074 -

084 -

08

104 - -

41
0.20

0.18

0,12

.

0.08 0,04 0 004 D08 092
Potencial (V)

36



ES 2484615713

Figura 36

250

200

—h
n
o

100

Intensidad (nA)

80

Figura 37

i) 1 A I 1 ol i L I PP Y i

03]
_Q.G.. .......
_Olg. e ’

Intensidad ( X 10~6A)

as e

21 e

020 015 010 005 © 005 010 015 020 025 030 035 040

Potencial (V)

37



ES 2484615713

Figura 38

Intensidad ( x 10~6A)

2,4 T T T
040 0,30 0,20 0,10 0 $16 L£20 030 940

Potencial (V)
Figura 39

Intensidad ( X 1076A)

- 699, 4nA

24 SO - — S
040 030 020 040 0 010 DD DI 040

Potencial (V)
Figura 40

Intensidad (x 107 6A)

21 T T T T T T --|‘v-E
0,40 0,30 020 0,10 0 010 020 £H30 D40

Potencial (V)

38



Figura 41

Intensidad ( x 1076A)

ES 2484615713

21 4 T —T t
020 016 02 008 004 0 LG4 D08 012 016 020

Potencial (V)

Figura 42

_—
-
T
o
—
X
o
O
[4+]
R
w
s
e
= 481
24
Figura 43
P
<
T
o
™
X
-
-
[4°)
=
w
c
[4})
)
c
— 4.1‘8 B
21

LB e o e S S S B o T r—r

Csasha

- S M s e e e s

020 045 040 005 0 005 040 0,15 020 0,25 030 0,35 440

Potencial (V)

C17e7mA

T T T T T

T ey T T e
020 015 040 005 O 005 0,10 0,15 020 925 0,30 0,35 040

Potencial (V)

39



ES 2484615713

Figura 44
I} A i A b Al P I SRS PP :w‘
F )
g 039 -
)i
o 064 1
-F
X ] 1
L 03
'g 1
S 4,21
@ L
2 -'.5:"' .
=
= 484
2.1 Ty Y T T T T T rrrrrd
020 045 0,40 005 0O 005 0490 015 020 026 0,30 0,35 040
Potencial (V)
Figura 45

40



ES 2484615713

Figura 47

Figura 48

-‘<U — i 1 A 1 L |: i
&f‘ 201 g
w
] 3.0 4 F
o
40 4
X i
~ 50 L
-
@ 601 L
B
8 701
@
T 80

80

-100 — r — ;

024 020 018 016 012 009 006 0®R 0
Potencial (V)

41



ES 2484615713

Figura 49
10 . : ,
~~ 2,01 L
< 1
W E
! b
[ ;
s E
4 b
> E
g L
S
= 70 L
=
et} £0
E . . . 7 .
— _9,05 . Lo _.' . B o .: . l.
1 B . . B . : :
10,03 r - T : T : i
024 02 018 045 042 008 006 003 0
Potencial (V)
Figura 50
0 .' : — J g
< 05 P
< ] : :
‘? 409 - - e e i ——
™ REL - Co o
X 3
~— 201
gg,s:,.f'.;._f...f..f..:_._f.‘:
= : : : : : :
= : : : : : : :
o2 3s5f{ - A L R
E . : : . B
4,04 b
A{s< T v T . . : —Fr
024 021 048 015 042 008 00§ 0.3 o
Potencial (V)
Figura 51
Q 1 L — _f_ L 4. L S 1
—~ 05 :
£
‘f 1,04
2 s
X 20
g 251
=]
.a _3‘0.
c : : : : : :
QL 353 - . - C : : CoL : 3
c . : : : . :
= 401
45 T

024 o2 018 01 012 000 008 0,03 0

Potencial (V)

42



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

