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DESCRIPCION
Procedimiento y dispositivo para la mezcla sin contacto de liquidos

La invencion se refiere en general a un procedimiento y un dispositivo para la mezcla sin contacto de liquidos o para
la mezcla de particulas en un liquido y, especialmente, para la mezcla de soluciones acuosas. Segun la invencion,
mediante la irradiacion selectiva de radiacion electromagnética al liquido se genera un movimiento dirigido del
liquido, por ejemplo para transportar particulas, preferentemente particulas disueltas en el liquido, a una superficie o
una superficie limite de una camara de muestra o a una superficie de un volumen de liquido, para realizar la mezcla
de las particulas con el liquido, especialmente en la superficie / superficie limite. La invencion resulta ventajosa,
porque se evitan una “capa de agotamiento” o una “capa enriquecida” con una concentracion de particulas reducida
o elevada en la superficie / superficie limite, de manera que se pueden mejorar procedimientos de medicion basados
en superficies o superficies limite.

La invencién también resulta ventajosa, porque permite mezclar pequefios volumenes (microvolimenes) que
resultan dificiles de mezclar mediante acciones mecanicas como la agitacion o la sacudida.

En especial, la invencién se refiere también a un procedimiento o a un dispositivo para examinar interacciones o
acciones reciprocas especificas o inespecificas de particulas, preferentemente disueltas en un liquido, con
superficies o superficies limite.

Antecedentes de la invencion

La medicion de procesos fisicos, quimicos, bioquimicos y/o biolégicos, tales como reacciones, procesos de ligado y
de adicion y otro tipo de acciones reciprocas de particulas con superficies son de gran interés en los ambitos del
control de calidad, la investigacion de principios activos, la medicina, la investigacion fundamental y el diagndstico
molecular. Para examinar estos procesos se usan métodos como la espectroscopia de interferencia reflectométrica
(RIfS), la interferometria de biocapa (BLI), la resonancia de plasmones superficiales (“Surface Plasmone
Resonance”, SPR), las microbalanzas de cristal de cuarzo (“Quartz Crystal Microbalance”, QCM), la onda acustica
superficial, abreviada por OAS (ingl. SAW por “surface acoustic wave”), el ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA), o bien, nanoporos o transistores (secuenciacién de préoxima generacion / “Next Generation
Sequencing”).

Otros ejemplos de métodos son las mediciones de fluorescencia, las mediciones de anisotropia de fluorescencia, las
mediciones de transferencia de energia por resonancia de Forster (FRET), la microscopia de fluorescencia de
reflexion interna total (inglés, “total internal reflection fluorescence microscopy, TIRFM), las mediciones por
interferometria retrodispersa (BSI), las mediciones de absorcién, las mediciones espectroscépicas, los ensayos
AlphaScreen®, las mediciones de termoforesis a microescala (MST), las mediciones de fijacion de membranas
(“Patch Clamp”).

Preferentemente, las particulas que han de ser examinadas se ponen a disposicién en un liquido, preferentemente
una solucion acuosa. Los procedimientos basados en superficies generalmente dependen de que las particulas que
han de ser examinadas puedan alcanzar la superficie del liquido o la superficie de una camara de muestra durante
un periodo de tiempo prolongado, del tiempo de mediciéon o del tiempo de incubacién o de procedimiento. A causa
de la concentracién finita de las particulas en el liquido asi como a causa de la constante de difusiéon limitada
(velocidad de difusién) de las particulas, frecuentemente se forma una llamada “capa de agotamiento” (en inglés,
“Depletionlayer”, véase por ejemplo J. Mol. Recognit. 1999; 12:293-299) en la superficie o superficie limite. Esta
capa de agotamiento puede conducir a una falsificacion de los resultados de mediciéon o a una ralentizacion de la
reaccion o del examen en la superficie. De manera correspondiente, en determinadas aplicaciones, por ejemplo en
la medicion de la tasa ko (tasa de disociacion), en la que se mide cédmo y con qué rapidez particulas (p.ej.
anticuerpos) anteriormente ligadas a la superficie se vuelven a soltar de esta y forman una “capa enriquecida” de las
particulas que se sueltan. La capa enriquecida puede conducir a un llamado “re-binding” / retroligado / religado de
las particulas que se sueltan. Por las siguientes causas, tanto la capa de agotamiento como la capa enriquecida
pueden conducir a una falsificacion de los resultados de medicién:

a) Molesta el ligado (medicion de la tasa de ligado / cinética de ligado), capa de agotamiento.

En este caso, en la camara de muestra se introduce una solucién compuesta por una solucion tampén vy
particulas A disueltas que han de ser examinadas, con la concentracion [A]. La cinética de ligado se describe por
la tasa gama: y = kon * [A] + kot, €5 decir, con la adicion de la solucidon tampdn con particulas A, la tasa de ligado
(tasa de asociacion) kon no puede medirse independientemente de la tasa de disociacion kes. Se puede medir
solo una tasa aparente gama que, sin embargo, depende de la concentracion [A]. Pero frecuentemente, se desea
determinar las tasas kon Y kot independientes de la concentracion. Por ello, también es necesario b).

En a), molesta la capa de agotamiento (ligado, asociacion) en b) molesta la capa enriquecida (disociacion).

b) Medicién de la disociacion / tasa de disociacion ke, molesta la capa enriquecida (véase por ejemplo también



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 267797513

“Blocking rebinding with soluble receptor” (bloqueo de religado con receptor soluble) en J. Mol. Recognit. 1999;
12;293-299).

Dado que, como se ha descrito en a), kon Y Kofr, NO se pueden medir independientemente, es preciso un segundo
experimento con el que se pueda determinar ko sola y después junto a a) o a una medicion repetida de a)
respectivamente con distintas concentraciones [A], que pueda determinar Kon:

En este caso, en la camara de muestra se introduce solo la solucién tampdn, sin particulas A, en la que previamente
se midi6 el ligado de A. En la camara de muestra, A esta ligado a la superficie, y se intenta “eliminarlo por lavado” o
soltarlo con la solucion tampoén para poder medir la kot pura de A. Es decir, si se afiade una solucion tampén pura a
una camara de muestra en la que A esta ligado a la superficie (o a las moléculas B inmovilizadas alli), se debe
ajustar un nuevo equilibrio quimico (el equilibrio quimico ajustado previamente se ha ajustado para una solucién
tampon que contiene A), esto conduce a que se suelten las moléculas A. Si la molécula A que se esta soltando se
evacua con la rapidez suficiente, no se puede volver a ligar a la superficie (esto conduciria a que se vuelva a medir
gamma, es decir kon Y kot @l mismo tiempo) y de esta manera se puede medir la tasa ko pura. Si A no se evacua con
la rapidez suficiente, se forma una capa enriquecida. kon y Kot habitualmente se indican en las unidades: Kon:
I/([s][M]) o Ko: I/[s].

En procedimientos conocidos se intenta reducir esta capa de agotamiento o capa enriquecida mediante una
corriente constante de liquido que se genera por ejemplo mediante bombas externas. Esta solucién tiene la gran
desventaja de que por las bombas, valvulas y/o tubos flexibles exteriores resulta un gran volumen muerto y el
conjunto del sistema es muy susceptible a errores. Ademas, las fugas, el ensuciamiento de los tubos flexibles y de
las valvulas, la contaminacién cruzada por muestras antiguas que no pudieron eliminarse en su totalidad son causas
de errores de medicién adicionales. Dado que, frecuentemente, los usuarios disponen solo de muy poco material de
muestra o de material de muestra muy caro, los volimenes muertos mencionados anteriormente son una gran
desventaja econdmica. Ademas, generalmente, para el control y la regulacion de las bombas y valvulas y por tanto
de la corriente de liquido resultan ventajosos aparatos muy grandes / voluminosos, dificiles de transportar. Esto
puede impedir entre otras cosas su uso en el diagnéstico “point of care” / “point of need”.

Otro procedimiento con el que se pretende evitar la capa de agotamiento mueve o “sacude” la camara de muestra
de forma macroscoépica con respecto a un sensor de superficie. Sin embargo, un problema de este procedimiento
consiste en que la camara de muestra debe estar abierta hacia fuera, por lo que la solucién acuosa puede
evaporarse y/o ensuciarse por influjos externos. La “sacudida” mecanica de la camara de muestra abiertas ademas
resulta problematica, porque por la sacudida pueden desbordarse los liquidos y de esta manera entrar en camaras
de muestra contiguas abiertas.

Ademas, se remite a la memoria de patente DE10325307B3 en la que se describe un procedimiento para la mezcla
de liquidos en una microcavidad aprovechando corrientes inducidas por sonido.

Los documentos US-A-5823676, EMIR VELA ET AL: “Non-contact meoscale manipulation using laser induced
convection flows”, INTELLIGENT ROBOTS AND SYSTEMS, 2008. IROS 2008. IEEE/RSJ INTERNATIONAL
CONFERENCE ON, IEEE, PISCATAWAY, NY, EE.UU., 22 de septiembre de 2008 (2008-09-22), paginas 913 a 918,
y DUHRS S ET AL: “Thermophoresis of DNA determined by microfluidic fluorescence’”, EUROPEAN PHYSICAL
JOURNAL E. SOFT MATTER, EDP SCIENCAS, IT, tomo 15, N° 3, 1 de noviembre de 2004 (2004-11-01), paginas
277 a 286 describen la mezcla de liquidos mediante la generacion de una corriente de conveccion térmica.

La presente invencion tiene el objetivo de reducir o superar especialmente las desventajas del estado de la técnica
mencionadas anteriormente y de proporcionar un nuevo procedimiento preferentemente mas ventajoso asi como un
dispositivo y un sistema correspondientes.

RESUMEN DE LA INVENCION

El objetivo se consigue mediante las caracteristicas de las reivindicaciones independientes. Otras formas de
realizacion preferibles resultan de las reivindicaciones subordinadas y los siguientes aspectos o ejemplos de
realizacion.

La invencion se refiere en general a un procedimiento para la mezcla de fluidos, preferentemente liquidos o para la
mezcla de particulas en un fluido o un liquido. Preferentemente, la invencion se refiere a un procedimiento para la
mezcla de particulas disueltas y/o no disueltas en el liquido. En general, la presente invencion se refiere a la mezcla
de cualquier tipo de particulas como por ejemplo (bio)moléculas, (nano)particulas, (micro)beads, (bio)polimeros,
barnices, emulsionantes, células (células bioldgicas), virus, bacterias, lipidos, vesiculas, liposomas, nanodiscos,
pigmentos, aditivos dispersantes, pastas.

Preferentemente, el liquido se pone a disposicion como volumen de liquido en al menos una camara de muestra,
pudiendo estar la camara de muestra abierta o cerrada. Alternativamente a una camara de muestra, el liquido
también puede ponerse a disposicion en forma de una gota, generandose segun la invencion una corriente de
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conveccion térmica dentro de la gota. Por ejemplo, la gota de liquido puede ponerse a disposicion sobre un porta-
objeto adecuado (véase mas adelante) y estar envuelta por ejemplo por una capa de aceite para evitar una
evaporacion. Segun una forma de realizacion preferible basta incluso con la puesta a disposicion de volimenes de
liqguido muy pequeiios en capilares de vidrio.

Independientemente de si el liquido con particulas presentes en este (en forma disuelta o no disuelta) se pone a
disposicion dentro de una camara de muestra o dentro de una gota para una medicién, una corriente de conveccion
en el volumen de liquido se consigue mediante la irradiacion de radiacion electromagnética al volumen de liquido y
especialmente mediante la mezcla del liquido con las particulas presentes en este en una superficie del volumen de
liquido o en una superficie limite o capa limite entre el volumen de liquido y una capa de material de la camara de
muestra. El procedimiento segun la invencion asi como el dispositivo correspondiente por tanto pueden aplicarse
para procedimientos de medicién en los que preferentemente se mide en la superficie o la superficie limite de un
liquido, ya que segun la invencién se evitan una zona de agotamiento, una capa de agotamiento, una zona
enriquecida, una capa enriquecida o un desplazamiento de concentracion en la superficie o la superficie limite.

Segun la invencioén, se pretende conseguir especialmente una buena mezcla en superficies de contacto entre el
cuerpo solido (p.ej., la superficie interior de una camara de muestra o de capilares de vidrio) y el liquido. Una
superficie o superficie de contacto segun la invencion, sin embargo, no se limita a una superficie plana, sino que
también puede ser tridimensional o fractal, p.ej., si se usan sustratos de vidrio recubiertos con dextrano o
dendrimero y se produce la interaccion entre p.ej. un anticuerpo y un antigeno en / dentro de la capa de dextrano.

Preferentemente, la corriente de conveccion térmica se genera con la ayuda de al menos una fuente de radiacion
electromagnética, preferentemente una fuente de luz. Segun la invencion, la corriente de conveccion térmica se
genera con la ayuda de una fuente de radiacion infrarroja (IR). Por ejemplo, la radiacién infrarroja puede generarse
con fuentes de radiacion IR y preferentemente puede posicionarse localmente y también enfocarse en el liquido
mediante un medio optico (por ejemplo, una lente y/o un espejo / reflector). En funcidon de la estructura de
experimento segun la invencion o de la aplicacion también puede resultar ventajoso si el rayo IR se paraleliza o
incluso se desenfoca (divergente). Segun la invencion, como fuente de radiacion se usan LED IR.

Especialmente, el liquido preferentemente se calienta localmente en el lugar del rayo irradiado y de esta manera se
genera la corriente de conveccion térmica. Dicho de otra manera, la presente invencién genera corrientes de liquido
preferentemente de forma directa y preferentemente de forma puramente Optica y especialmente totalmente sin
contacto, directamente en el liquido / la solucién con las particulas. Dado que, los liquidos que han de ser
examinados frecuentemente son soluciones acuosas, en estos casos resulta especialmente ventajoso seleccionar la
radiacion electromagnética dentro de la gama de longitudes de onda infrarroja, por el comportamiento de absorcion
ventajoso.

Los inventores de la presente invencion han encontrado ademas que una solucién acuosa no absorbe solamente la
energia de la radiacion laser IR, sino que también el impulso de los fotones de la radiacion laser IR (presion
luminica) influye en el comportamiento de conveccién (véanse las figuras 2A, 2B). Por la absorcion de energia, la
solucion acuosa se calienta localmente en el lugar en el que la radiacion laser infrarroja se irradia a la solucion
acuosa, lo que conduce a la conveccién térmica. Adicionalmente, durante la absorcién, también el impulso de los
fotones de la radiacion laser IR se transmite a la solucion acuosa. Mediante esta presion luminica (o presion de
radiacion), la velocidad de circulacion de la conveccion térmica puede incrementarse (de forma antiparalela a la
gravitacion) o atenuarse (de forma paralela a la gravitacion), segun la orientacion de la radiacion laser IR con
respecto al vector de la gravitacion. La radiacion laser también puede orientarse perpendicularmente u oblicuamente
a la gravitacion.

La longitud de onda de la radiacion infrarroja preferible se sitia preferentemente en el intervalo de 1.200 nm a 2.000
nm. De forma mas preferible, las longitudes de onda de laser IR especiales son: 980 nm (+/- 10 mm); 1.450 nm (+/-
20 mm); 1.480 nm (+/- 20 mm), 1.550 nm (+/- 20 mm) y 1.920 nm (+/- 20 mm).

La invencion se refiere ademas a un dispositivo para realizar el procedimiento segun la invencion. Especialmente, el
procedimiento segun la invencion se emplea preferentemente en combinacion con procedimientos de medicion /
dispositivos de medicién basados en superficies / superficies limite. De esta manera, se pueden examinar de
manera segura y fiable por ejemplo interacciones quimicas, bioquimicas especificas en superficies limite,
preferentemente en volumenes extremadamente pequefios. Ademas de interacciones especificas de particulas con
superficies limite, pueden examinarse también efectos inespecificos como por ejemplo la “adhesién”, la fisiosorcion,
la quimisorcién, la sorcion, la adsorcion, la absorcién, procesos electroquimicos, procesos cataliticos etc.

Asi, el procedimiento de mezcla segun la invencién se puede usar por ejemplo en la combinacion con el dispositivo
de medicién para la determinacion de propiedades o6pticas en una capa delgada, por lo que se pueden demostrar
por ejemplo reacciones quimicas, bioquimicas, médicas y/o fisicas, procesos de ligado y/o de adicién asi como otro
tipo de acciones reciprocas en la capa delgada. En procedimientos de medicién conocidos se irradia por ejemplo luz,
preferentemente luz de una longitud de onda determinada, a una muestra que ha de ser examinada, estando ligada
la muestra a una capa delgada. Los cambios en el grosor de capa Optica se detectan o se miden por ejemplo
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mediante fendmenos de interferencia, lo que permite sacar conclusiones sobre reacciones de la muestra examinada
con una capa delgada pretratada de manera correspondiente.

Otra ventaja del procedimiento segun la invencion consiste por ejemplo también en que no existe ningun volumen
muerto. Segun la invencién, el consumo volumétrico de varios 100 microlitros a varios mililitros se puede reducir a
entre varios nanolitros y varios microlitros. Preferentemente, como volimenes segun la invencion se usan
volumenes de 1 microlitro a 10 microlitros. Preferentemente, se suprimen células de flujo, microfluidicas, bombas,
valvulas y tubos flexibles complejos, por lo que un dispositivo segun la invencion es muy robusto y preferentemente
no se puede ensuciar por posibles residuos en tubos flexible y/o valvulas y también evita la pérdida de la muestra /
de las particulas en la muestra por la adhesion (adsorciéon / quimisorcion / fisisorcion) de las particulas a las
superficies de los tubos flexibles y las valvulas (dicho de forma mas general: a las superficies de los volimenes
muertos).

Dado que las corrientes de liquido preferentemente se generan totalmente sin contacto, de forma puramente 6ptica,
se consigue reducir y, preferentemente, incluso excluir una contaminaciéon cruzada y/o un ensuciamiento de las
muestras. Segun la invencion, se pueden usar camaras de muestra tanto abiertas como cerradas, pudiendo evitarse
mediante camaras de muestra cerradas ademas la vaporizacion / evaporacion de la solucion (acuosa). Esto resulta
ventajoso por ejemplo porque de esta manera son posibles unos tiempos de medicidon notablemente mas largos.

Generalmente, la conveccién es provocada por una corriente que puede transportar particulas. Causa de la corriente
transportadora pueden ser basicamente diferentes fuerzas, como por ejemplo la fuerza de peso o fuerzas
provocadas por diferencias de presion, de densidad, de temperatura o de concentracién. Se distingue entre la
conveccion forzada en la que el transporte de particulas es provocado por accién externa, por ejemplo un soplador o
una bomba, y la conveccion libre o natural en la que el transporte de particulas es provocado preferentemente
exclusivamente por efectos de los gradientes de temperatura. El procedimiento segun la invencién produce
preferentemente una conveccion libre o natural, es decir, la conveccion provocada por un gradiente de temperatura.
En este caso, el aumento de temperatura preferentemente es tan reducido que las particulas o la muestra no
quedan dafadas y/o afectadas negativamente.

Una conveccion libre a causa de diferencias de densidad térmica se puede describir por ejemplo de la siguiente
manera: En caso de calentamiento, las sustancias generalmente se dilatan (excepcion: p.ej., la anomalia de
densidad del agua). Bajo la accion de la fuerza gravitacional, dentro de un liquido, las zonas de menor densidad
ascienden hacia el campo gravitacional (empuje ascensional), mientras que las zonas de mayor densidad
descienden en el mismo. Por ejemplo, cuando en el lado inferior de una camara de muestra se suministra calor y en
el lado superior existe la posibilidad de un enfriamiento, resulta una corriente continua: El liquido se calienta, se
dilata durante ello y asciende hacia arriba. Una vez llegado alli, el liquido se enfria se vuelve a contraer y desciende
para volver a calentarse abajo.

La velocidad de las corrientes de liquido de la conveccion térmica segun la invencién puede modificarse o
controlarse preferentemente mediante la variacion de la energia o potencia dptica, el enfoque o el desenfoque, la
intensidad, la direccion, el paralelismo (o la convergencia y divergencia) y/o la posicion del foco con respecto a la
superficie / capa delgada que ha de ser examinada, el numero de rayos (el rayo laser se puede dividir para calentar
varios lugares al mismo tiempo), la duraciéon de irradiacion, la modulacion de anchos de impulso (intensidad de
impulso, duracién de impulso, frecuencia de repeticion), la longitud de onda, la velocidad del rayo movido, la
radiacion irradiada y/o en funcion de la direccion de irradiacion con respecto a la gravitacion. La posicion de la
radiacion irradiada (p.ej., la posicion del foco de la radiacion irradiada) puede variar, por ejemplo, el foco puede
posicionarse mediante sistemas de espejos (véase, escaner laser) en las tres direcciones en el espacio y con
diferentes velocidades. Dado que la presente invencion puede generar, por medio de conveccion térmica generada
opticamente, también corrientes de liquido perpendiculares a las superficies de camaras de muestra (al contrario de
corrientes de liquido generadas por bombas externas), la mezcla del liquido y la reducciéon de una capa de
agotamiento son muy eficientes.

La velocidad de la conveccion térmica depende entre otras cosas del grosor de la camara (altura en la direccién de
la gravitacion) de la camara de muestra y especialmente de la geometria de la camara. Especialmente, las
superficies marginales de una camara de muestra pueden influir significativamente en la velocidad de la conveccion
térmica. Resultan preferibles las camaras de muestra suficientemente gruesas (por ejemplo > 0,05 mm) para
alcanzar una velocidad de circulacion rapida deseada de la conveccion térmica, para evitar la “depletionlayer” (capa
de agotamiento) o una capa enriquecida.

Resulta especialmente preferible conseguir segun la invencidon una conveccion térmica de tal forma que se genere
preferentemente una corriente laminar, preferentemente con pequefios niumeros de Reynold s (numero de Reynolds
Re < 1.000). Preferentemente, se emplean camaras de muestra (también gotas de liquido o gotas de agua) con un
volumen <= 200 pl (microcavidad). Ademas, resulta preferible un espesor de capa de al menos 0,05 mm, ya que con
menores espesores de capa o0 menores grosores de la camara de muestra, el efecto de conveccién es demasiado
débil como para conseguir una mezcla deseada. También resulta preferible usar espesores de capa del liquido o
grosores de la camara de muestra no superiores a 11,5 mm (profundidad de ondulacién en placas multionduladas).
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Un ejemplo de velocidad de conveccion en una camara de muestra como cristal con una altura de 1 mm y un
diametro de 5 mm, un volumen de 20 ul, una temperatura de camara de 52° un laser IR con 1.480 nm con una
potencia luminosa irradiada de 75 mW, asciende a una velocidad media de aprox. 04 mm/s. Una dilatacién tipica o
media de las lineas de corrientes de conveccion se sitla en este ejemplo en un diametro de aprox. 2 mm.

En la siguiente geometria de camara de muestra: cristal con una altura de 0,05 mm y un diametro de 5 mm;
temperatura de camara: 20 °C, laser IR: 1.480 nm; aumento de temperatura por radiaciéon laser IR: 1,25 K; la
velocidad tipica / media de la conveccién es de aprox. 0,0005 mm/s, si la radiacion laser IR esta orientada de forma
antiparalela a la gravitacion, es decir, que fomenta la conveccién térmica.

A continuacién, se describe una comparaciéon de la velocidad de conveccion con la velocidad de difusion de las
particulas. Esta comparacién muestra por ejemplo que la difusion finita, y por tanto demasiado lenta, puede conducir
al problema de la capa de agotamiento o capa enriquecida. Ejemplos de constantes de difusion D de biomoléculas
se situan entre 1 ym®/s y 400 me/s.

Preferentemente, el movimiento / el desplazamiento / la mezcla de las particulas a causa de la corriente de
conveccion se produce de forma adaptada al movimiento de las particulas (movimiento de Brown) a causa de su
difusion (constante de difusion D). Segun la constante de difusion de las particulas que han de ser examinadas hay
una velocidad de circulacion media de uso preferente de la conveccion térmica y por tanto por ejemplo también
intensidades de radiacién o configuraciones de uso preferente para la irradiacion de la radiacion. A causa de la
estructura muy flexible y bien variable y preferentemente puramente 6ptica segun la invencion, la corriente de
conveccion y por tanto la mezcla pueden ajustar preferentemente a las particulas que han de ser examinadas, sin
necesidad de construir una nueva estructura especial para cada particula.

El procedimiento segun la invencién para la mezcla de liquidos puede aplicarse de manera especialmente ventajosa
en la analitica, especialmente en procedimientos analiticos en los que pueden ser de importancia la cinética de
ligado de biomoléculas (por ejemplo, las constantes de asociacion y de disociacion; kon, Kofr, lamadas también tasas
para la reaccion de ida (kon) y la reaccion de vuelta (ko)) y la afinidad de ligado descrita por ejemplo por la constante
de disociacion kq=kos/kon. Estas constantes de tasa pueden describirse a titulo de ejemplo de la siguiente manera. Se
supone una reaccién quimica de la molécula A con la concentracién [A] con la molécula B con la concentracién /
densidad de superficie [B] formando el complejo D con la concentracion [D]. La cinética de esta reaccion, es decir, la
cinética de la formacién de complejo puede describirse con la siguiente ecuacidon que por tanto representa también
la importancia de las constantes de tasa:

d
E[D(t)] = Kon * [A(D)] * [B(O)] — kogr * [D(2)]

Otros ejemplos de la aplicacion de la mezcla segun la invencion es el “diagndstico” (la mezcla es importante también
en ELISA), el ambito de la electroquimia, el ambito de los catalizadores, o el ambito del control de calidad (detectar
la “adhesion” a superficies para evitarla). Ademas, se pueden medir tasas de la “adhesion” de particulas o la
medicion de la intensidad de la “adhesion” (la “adhesion”, la fisiosorcion, la quimisorcion, la adsorcion, la absorcion).

También en placas multionduladas (lugar de uso: ELISA) resulta ventajosa la mezcla por medio de conveccion
térmica generada opticamente. Con placas de 384 ondulaciones y/o placas de 1.536 ondulaciones, las fuerzas de
adhesion del liquido a las superficies de las ondulaciones (microcavidades) son tan grandes que el liquido en las
ondulaciones ya no se mezcla correctamente sobre un agitador / sacudidor. La mezcla por medio de conveccion
térmica generada 6pticamente también puede ser ventajosa en placas de 96 ondulaciones u otros recipientes de
reaccion, por ejemplo cuando por razones como por ejemplo evitar contaminaciones no pueden usarse agitadores
mecanicos u otros dispositivos de mezcla como por ejemplo agitadores magnéticos. Por medio de laser IR que se
emplea por ejemplo también solo durante respectivamente algunos segundos en cada ondulacién, se consigue una
mejor mezcla dentro de la ondulacion (volumen < 200 pl). Segun la invencion, especialmente en esta aplicacion, la
conveccion térmica para la mezcla también ha de generarse por medio de LED IR. Los LED IR son econémicos; se
pueden emplear por ejemplo 384 LED o 96, o 24 o 16, para mezclar muchas ondulaciones al mismo tiempo. Los
LED IR tienen tipicamente menos potencia luminosa que los laseres IR, pero como el espesor de capa de la
solucion acuosa en las ondulaciones es muy grande (tipicamente > 1 mm), la radiacion IR es absorbida muy bien
(ley de Beer-Lambert) y, por tanto, también los LED IR tienen la potencia luminosa suficiente.

En general, el procedimiento segun la invencién resulta ventajoso para mediciones de cinética de reaccion o para la
analitica de biomoléculas. Especialmente, el procedimiento puede usarse con capilares NanoTemper® (por ejemplo
capilares de vidrio con un diametro interior de 0,05 mm a 0,8 mm), preferentemente con diametros interiores de 0,2
mm, 0,35 mm, 0,5 mm y 0,8 mm y didmetros exteriores iguales o inferiores a 1,0 mm. Preferentemente, no se
requieren células de flujo y el llenado de los capilares puede realizarse de forma puramente pasiva mediante fuerzas
capilares. La superficie interior de los capilares de vidrio puede estar sin tratar o estar al menos en parte recubierta /
modificada especificamente (por ejemplo, con anticuerpos, antigenos, DNA, RNA, APN, ATN, proteinas, péptidos,
células, polimeros etc.) o no.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 267797513

El procedimiento descrito puede realizarse en general con camaras de muestra o porta-objetos que presenten al
menos una zona transparente. En fisica, la transparencia es la capacidad de una materia de dejar pasar
(transmisién) ondas electromagnéticas. En la vida cotidiana, el término generalmente se refiere a luz, es decir al
intervalo espectral de radiacion electromagnética que es visible para el ser humano. Segun la invencion, el material
transparente preferentemente es permeable en una gama de longitudes de onda entre 200 nm y 2.000 nm, es decir,
preferentemente también para luz infrarroja y/o luz UV. Preferentemente, el material transparente es transparente
para luz en la gama de 200 nm a 900 nm, preferentemente de 250 nm a 900 nm, preferentemente 275 nm a 850 nm.
Preferentemente, el material transparente es transparente también para luz de la siguiente longitud de onda: 940 nm
a 1.040 nm (preferentemente 980 nm +/- 10 nm), 1.150 nm a 1.210 nm, 1.380 nm a 1.600 nm (preferentemente
1.450 nm +/- 10 nm y/o 1.480 nm +/- 10 nm y/o 1.550 nm +/- nm), 1.900 a 2.000 nm (preferentemente 1.930 nm +/-
10 nm).

Ademas, puede ser suficiente si el material transparente deja pasar tan solo 10% de la luz irradiada,
preferentemente al menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o al menos 90% o mas.

El material transparente puede presentar por ejemplo vidrio y/o un polimero. Posibles materiales son también los
borosilicatos o el vidrio de borosilicato como el vidrio de brosilicato 3.3 (por ejemplo vidrio DURAN), vidrio de cuarzo,
como el Suprasil, el Infrasil, el vidrio de cuarzo sintético o el vidrio de silice, el vidrio a base de sodio y cal, Bk7,
vidrio ASTM tipo 1 clase A, vidrio ASTM tipo 1 clase B. El polimero puede presentar PTFE, PMMA, Zeonor™,
ZeonexTM, teflon, AF, PC, PE, PET, PP (polipropileno), PPS, PVDF, PFA, FEP, y/o vidrio acrilico).

El procedimiento descrito también puede emplearse con puntas de pipeta, especialmente con puntas de pipeta al
menos parcialmente transparentes, por ejemplo, de polipropileno. El procedimiento segun la invencion también se
puede emplear con recipientes de reaccion, por ejemplo, recipientes de reaccion de vidrio o de materia sintética
(“Eppis”), preferentemente de vidrio y materia sintética transparentes. Por ejemplo, con recipientes de reaccion para
la “Realtime PCR (reaccidon de cadena de polimerasa)”’ El procedimiento segun la invencion también se puede
emplear con camaras / capilares para la electroforesis, preferentemente la electroforesis capilar. El procedimiento
segun la invenciéon también se puede emplear en la zona de deteccion de una HPLC/UHPLC (cromatografia de
liquidos de alta eficacia (en inglés, performance liquid chromatography, HPLC). El procedimiento descrito también
puede emplearse con camaras microfluidicas / chips microfluidicos). El procedimiento segun la invencidon puede
emplearse con placas de analisis volumétrico multiple cerradas / selladas (placas de analisis volumétrico multiple)
que tienen un fondo y/o una tapa transparentes. El procedimiento descrito puede emplearse en ampollas soldadas /
selladas, por ejemplo ampollas de vidrio o ampollas de materia sintética, preferentemente ampollas transparentes.
En las ampollas pueden estar encerradas por ejemplo sustancias para ensayos forenses o diagnésticos, que no
deben impurificarse y por tanto preferentemente no deben abrirse.

El procedimiento segun la invencién también puede realizarse con placas de analisis volumétrico multiple (placas
multionduladas) que tienen un fondo no transparente. Preferentemente, sin embargo, las placas de analisis
volumétrico multiple (placas multionduladas) para el llenado con pipetas o robots de pipeteado estan abiertas,
preferentemente abiertas por arriba.

El procedimiento segun la invencidon puede emplearse por ejemplo también en todos los casos en los que una
mezcla / una generacion de corriente por medio de un flujo externo (bombas) y/o de sacudida mecanica no es
posible (por ejemplo, todos los recipientes de reaccion / microcavidades cerrados) o no conviene, pero la solucion
acuosa esta accesible 6pticamente.

El procedimiento segun la invencién puede aplicarse en el diagnostico, también para la mezcla en placas ELISA.
Otro ejemplo de campo de aplicacién es el control de calidad.

El procedimiento segun la invencidn para la mezcla puede combinarse con una multiplicidad de diferentes técnicas
de medicion y de lectura conocidas, especialmente para la medicion de interacciones especificas e inespecificas de
particulas en superficies / superficies limite. Se mencionaran como ejemplos las siguientes técnicas superficiales
tipicas: Para la medicion se emplean métodos como la espectroscopia de interferencia reflectométrica (RIfS), la
interferometria de biocapa (BLI), la resonancia de plasmones superficiales (en inglés, “Surface Plasmone
Resonance”, SPR), las microbalanzas de cristal de cuarzo (en inglés, “Quartz Crystal Microbalance”, QCM), la onda
acustica superficial, abreviada por OAS (en ingl., SAW por “surface acoustic wave”), el ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA), o bien, nanoporos o transistores (secuenciacion de proxima generacion / “Next
Generation Sequencing”). Por ejemplo, estos procedimientos de medicion pueden mejorarse mediante una
combinacién de p.ej. capilares de vidrio con un diametro determinado como camara de muestra de la solucion
acuosa con las particulas, laseres IR / LED para generar una conveccion térmica en la soluciéon acuosa en los
capilares de vidrio y una disposicién de medicién o de experimentacion correspondiente.

En general, el procedimiento descrito para la mezcla de liquidos o particulas con un liquido se refiere a los pasos: la
puesta a disposicion de un volumen de liquido y la generacion de una conveccion térmica en al menos una
superficie / superficie limite del volumen de liquido mediante la irradiacion de radiacién electromagnética al volumen
de liquido.
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El volumen de liquido se puede poner a disposicion por ejemplo en una camara de muestra abierta o cerrada.
Preferentemente, de camara de muestra puede servir una microcavidad, mas preferentemente un capilar o una
punta de pipeta. Preferentemente, una camara de muestra deberia presentar al menos una zona al menos
parcialmente transparente. Preferentemente, la camara de muestra tiene un grosor de 0,01 mm a 25 mm,
preferentemente de 0,05 mm a 12 mm, preferentemente de 0,05 mm a 1 mm. Segun una forma de realizacién
preferible, los capilares tienen un diametro interior de 0,01 mm a 3 mm, preferentemente de 0,05 mm a 0,8 mm,
estando hechos los capilares preferentemente al menos en parte de vidrio o de otro tipo de materiales al menos
parcialmente transparentes. El volumen de liquido también puede ponerse a disposicidon como gota sobre un porta-
objeto.

Preferentemente, la camara de muestra tiene un volumen de 0,001 ul a 1.000 ul, preferentemente de 0,1 pl a 200 pl,
preferentemente de 1 ul a 10 pl, preferentemente de 1 ul a 6 pl.

La superficie del volumen de liquido preferentemente esta formada por la capa limite entre el volumen de liquido y
una superficie de la camara de muestra o, por ejemplo, por la capa limite entre el volumen de liquido y una superficie
del porta-objeto.

El liquido empleado es preferentemente una solucién acuosa, pero no esta limitado a esta.

La radiacion electromagnética presenta preferentemente una radiacion infrarroja o solamente longitudes de onda en
la gama IR y es generada preferentemente por un laser y/o un LED.

La radiacién irradiada puede estar dirigida de forma paralela y/o antiparalela a la gravitacion y/o contener una
componente orientada perpendicularmente a la gravitacion.

Preferentemente, la radiacion irradiada genera un gradiente de temperatura de 0,001 k/um (=1 K/mm) a 5 k/ym
(=5.000 K/mm), preferentemente de 0,001 k/um (= 1 K/mm) a 2 k/um (=2.000 K/mm).

Mas preferentemente, el gradiente de temperatura se genera en un intervalo pequefio, preferentemente en un
intervalo de 0,00001 mm? a 1 cmz, preferentemente en un intervalo de 0,0001 mm? a 12 mmZ.

Una zona de deteccién para la medicion de caracteristicas del liquido o de las particulas en el liquido puede estar
situada a una distancia de la zona en la que se irradia la radiacién. Por ejemplo, la zona de deteccion puede estar
situada a una distancia de al menos 0,01 mm del rayo irradiado, midiéndose la distancia preferentemente
perpendicularmente con respecto a la direccién de irradiacion.

Segun otra forma de realizacion, la zona de deteccion y la zona de irradiaciéon también se pueden solapar. Asi, la
superficie de deteccion frecuentemente es mas grande que un rayo laser bien enfocado (con IR se pueden alcanzar
por ejemplo diametros de 2 ym). Por lo tanto, en esta forma de realizacion, preferentemente la corriente de
conveccion pasa sobre la superficie de deteccion completa. El solape de la zona de deteccion y la zona de
irradiacion se puede aplicar por ejemplo en las estructuras de la figura 5 o la figura 6. Dado que todo se enfoca por
la misma 6ptica, el foco calentador de la radiacién IR se sitta preferentemente dentro de la zona de deteccion.

Las velocidades de circulacion preferibles de la corriente de conveccion se sitian preferentemente en el intervalo de
0,0001 mm/s a 10 mm/s, preferentemente de 0,000 mm/s a 2 mm/s.

El procedimiento segun la invencion para la mezcla resulta especialmente ventajoso si se combina con
procedimientos de medicion adicionales. Especialmente, la presente invencién se refiere también a un procedimiento
para examinar acciones reciprocas moleculares en y/o dentro de una capa delgada en un volumen de liquido segun
la reivindicacion 7.

Preferentemente, se pone a disposicion una camara de muestra para la realizacién de una medicién de este tipo en
forma de un capilar, una punta de pipeta, una placa multiondulada o un chip microfluidico.

La medicion de la accién reciproca se realiza preferentemente mediante espectroscopia de interferencia
reflectométrica (RIfS), resonancia de plasmones superficiales (en inglés, “Surface Plasmone Resonance”, SPR),
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), microbalanzas de cristal de cuarzo (“Quartz Crystal
Microbalance”, QCM) y/u onda acustica superficial, (“surface acoustic wave” SAW ). Segun otras formas de
realizacion preferibles, la medicion de la accion reciproca puede ser al menos un procedimiento del grupo:
espectroscopia de interferencia reflectométrica (RIfS), interferometria de biocapa (BLI), resonancia de plasmones
superficiales (“Surface Plasmone Resonance”, SPR), microbalanzas de cristal de cuarzo (“Quartz Crystal
Microbalance”, QCM), onda acustica superficial, abreviada por OAS (“surface acoustic wave”; SAW), ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), nanoporos o transistores (secuenciacion de proxima generacion /
“Next Generation Sequencing”).

La presente invencion se refiere también a un dispositivo para la mezcla de liquidos o particulas con un liquido,
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especialmente para la realizacién de un procedimiento descrito anteriormente, segun la reivindicacion 9.

Finalmente, se da a conocer un sistema con un dispositivo para la mezcla y con un dispositivo para la mezcla,
sirviendo el dispositivo de medicién preferentemente para la medicion de una accién reciproca especifica o
inespecifica de las particulas con una superficie / superficie limite de una camara de muestra o de un porta-objeto.

Breve descripcion de los dibujos

A continuacion, se describen en detalle formas de realizacién preferibles haciendo referencia a las figuras. Muestran:

la figura 1 un ejemplo de espectro de absorcion IR de agua o de una soluciéon acuosa con maximos
de absorcién representados,

las figuras 2A y 2B esquematicamente, la influencia de la orientacion de un rayo laser IR irradiado, con
respecto a la gravitacion sobre las convecciones térmicas generadas;

la figura 3 una representacion esquematica de la zona de deteccién preferible para mediciones de la
accion reciproca especifica e inespecifica de particulas dentro de una camara de muestra;

la figura 4 otra forma de realizaciéon de una disposicién para el procedimiento descrito en la que esta
representado esquematicamente especialmente el curso de rayos de rayos de luz
implicados;

la figura 5 una representacion esquematica de una disposicion experimental para la medicion de
acciones reciprocas especificas o inespecificas de particulas con una superficie;

la figura 6 una representacion esquematica similar a la figura 5, pero con un equipo dispuesto mas
arriba para el acoplamiento de un rayo laser para generar la conveccion en la célula de
medicion;

las figuras 7A y 7B muestran representaciones esquematicas de la irradiacion de radiacion infrarroja a placas
multionduladas; y

la figura 8 muestra una representacion esquematica de un ejemplo de una disposicion experimental

segun la invencion para la medicion de fluorescencia multicolor (multiplexado) en una
placa multiondulada en la que tanto la excitacién de fluorescencia, la deteccion de
fluorescencia asi como el enfoque de la radiacion IR se realizan por el mismo sistema
optico.

Descripcion detallada de formas de realizacion preferibles

La figura 3 muestra a modo de ejemplo la zona de deteccion 80 para mediciones de la accion reciproca especifica e
inespecifica de particulas. En la camara de muestra 45 representada se trata a titulo de ejemplo de un capilar.

La zona de deteccion 80 se encuentra preferentemente en la superficie / superficie limite del volumen de medicion
dentro del capilar 45, es decir, en el lado interior de la camara de muestra 45. La zona de deteccion 80 puede
elegirse por ejemplo alrededor de la zona de una radiacion infrarroja 30 irradiada, de tal forma que sea mas
pequefa, mas grande o igual de grande que la superficie sobre la que pasa la conveccion térmica 90.

La zona de deteccién 80 puede ser por ejemplo una capa delgada y contener por ejemplo anticuerpos para la
comprobacioén especifica de antigenos. Dicho de otra manera, la zona de deteccién se encuentra en la superficie del
liquido o en la superficie del capilar 45. La zona de deteccion 80 puede componerse por ejemplo también de varias
capas delgadas diferentes que se diferencian por ejemplo por su indice de refraccion, su polarizabilidad o su
fluorescencia. La conveccion preferentemente se ajusta de tal forma que en la zona de deteccién no se produzca
una formacion de una capa de agotamiento o de una capa enriquecida. Por ejemplo, la conveccion térmica se puede
ajustar de tal forma que transporte particulas desde muy fuera de la zona de deteccion, por ejemplo desde una
distancia de varios milimetros, a la zona de deteccion.

El orden se puede variar, lo decisivo es que haya una distancia determinada entre el foco de laser IR (determina los
“cilindros de conveccion”) y el lugar en el que se detecta la accion reciproca en la superficie. La distancia entre
ambos es importante, porque segun la potencia y el grosor de camara y la geometria de camara, el laser IR genera
corrientes de conveccion distintas. El conjunto debe ajustarse de tal forma que en el lugar de observacion para la
accion reciproca existan las corrientes de conveccion térmicas correctas (para evitar la capa de agotamiento de las
moléculas).

La figura 4 muestra un ejemplo de una disposicion en la que se aplica el procedimiento segun la invencion. Aqui, la
radiacion laser 30 infrarroja se irradia desde abajo a una camara de muestra 45 con un volumen de liquido, aqui una
solucion acuosa con particulas 50, y genera en la camara de muestra 45 una conveccion térmica 90. Las
velocidades de circulacién en el liquido estan representadas mediante vectores correspondientes. Ademas, en este
ejemplo se puede apreciar una conveccion simétrica alrededor del rayo laser 30 irradiado. Como método de
deteccion para la medicion de la accion reciproca de las particulas 105 disueltas en el liquido con una capa delgada
(representada en sombreado) de moléculas / particulas 103 inmovilizadas funcionalmente se usa el método de
espectroscopia de interferencia reflectométrica (RIfS).
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Resumiendo, RIfS es un método fisico que esta basado en la interferencia de luz blanca en capas delgadas. En la
practica, este método se emplea por ejemplo para examinar acciones reciprocas moleculares. El principio de
medicion basico corresponde al interferometro de Fabry-Pérot. RIfS se aplica sobre todo como método de deteccion
en sensores quimicos y bioldgicos. Como capas sensitivas se usan generalmente polimeros de medicion selectiva
que clasifican las materias analizadas o bien por su tamafio (llamado efecto de cribado molecular en polimeros
microporosos) o por diferentes polaridades (p.e€j., polidimetilsiloxanos funcionalizados). En el ambito de los sensores
biolégicos se aplican por ejemplo polimeros, tales como polietilenglicoles o dextranos, sobre el sistema de capas y
sobre ello se inmovilizan estructuras de deteccion para biomoléculas. Como estructuras de deteccion puede usarse
en principio cualquier clase de materia (proteinas como p.ej. anticuerpos, ADN / ARN como p.ej. aptameros,
pequefias moléculas organicas como p.ej. estrona, pero también lipidos como p.ej. membranas de fosfolipidos).

En la figura 4 esta representado ademas un soporte 46 que puede ser parte integrante de la camara de muestra 45.
Sin embargo, también es posible que la muestra que ha de ser examinada se ponga a disposicién como gota o capa
de liquido sobre el soporte. El soporte 46 puede estar hecho por ejemplo de vidrio o materia sintética. Sobre dicho
soporte 46 esta representada la capa delgada que ha de ser examinada que comprende una capa 103 de moléculas
inmovilizadas funcionalmente y otra capa 102 de moléculas que esta dispuesta entre la capa 103 y el soporte 46. La
capa 102 sirve especialmente para una mejor adherencia de la capa delgada sobre el soporte 46. La capa 102 de
moléculas (p.ej. PEG o dextrano, etc.) que esta dispuesta entre la capa 103 y el soporte 46 (representado
esquematicamente) puede servir por ejemplo de distanciador y/o de ayuda de inmovilizaciéon para las moléculas
funcionales de la capa 103. La capa 102 sirve especialmente también para una mejor adherencia de la capa 103
delgada sobre el soporte.

A las moléculas / particulas inmovilizadas funcionalmente de la capa 103 pueden ligarse particulas de muestra 105.
A continuacién, aumenta el espesor de la capa delgada y aumenta la distancia de su superficie limite 104 superior
hacia el limite de fase entre la capa delgada y el soporte (o hacia la superficie limite inferior de la capa delgada). La
luz 31 irradiada desde abajo que sirve para la medicion es reflejada ahora también en la superficie limite 104
después del ligado de las particulas de muestra 105. La superficie limite 104 se origina con respecto a la solucion
con particulas 50 por ejemplo si las particulas de la solucién acuosa se ligan a las moléculas inmovilizadas
funcionalmente en la capa 103 delgada. El rayo 113 reflejado en esta superficie limite 104 esta representado
esquematicamente. Ademas, estan representados también los rayos reflejados 112, 111a, 111b y 110 que se
reflejan en superficies limite situadas debajo de la superficie limite 104. Dado que la luz irradiada tiene que recorrer
una mayor longitud de recorrido hasta la superficie limite 104, resulta un desplazamiento del interferograma
generado por la superposicion de la radiacion electromagnética reflejada 110, 111a, 111b, 112 y 113. Este
desplazamiento puede medirse con resolucion de tiempo, lo que permite conclusiones sobre el cambio de espesor
de capa y, por tanto, sobre la accion reciproca de las particulas 105 disueltas con las particulas 103 inmovilizadas
funcionalmente.

Por ejemplo, las particulas 105 en la solucidon acuosa son biomoléculas tales como ADN, ARN, proteinas,
anticuerpos, antigenos, etc., pequefias moléculas, nanoparticulas, polimeros, péptidos, APN, etc, o células, virus,
bacterias, vesiculas, liposomas, microbeads, nanobeads, nanodiscos, etc.

La figura 5 muestra a titulo de ejemplo la aplicacion del procedimiento en una disposicion experimental concreta,
pero sin limitarse a esta. La cifra de referencia 1 se refiere a una fuente de luz que se usa para la medicién. Por
ejemplo, en la fuente de luz 1 puede tratarse de uno o varios LED(s), uno o varios laseres y/o uno o varios SLED(s)
(LED superluminescente). La luz de la fuente de luz 1 sirve en primer lugar para irradiar, preferentemente
perpendicularmente, una muestra 50 que ha de ser examinada. La luz irradiada por la fuente de luz 1 puede
modificarse mediante medios épticos conocidos, por ejemplo por medio de un difusor 4 y/o un sistema de lente (no
representado). Por ejemplo, un difusor 4 puede usarse para distribuir la luz uniformemente y usar un sistema de
lente para concentrar la luz de manera deseada. A continuacién, en esta forma de realizacion, la luz pasa por un
polarizador 5, por ejemplo para la generacién de luz polarizada linealmente. Adicionalmente, la luz puede atravesar
también un filtro 14, de tal forma que un rayo de luz 31 se proyecta con caracteristicas definidas sobre la muestra
50. El filtro 14 puede ser por ejemplo un filtro de longitud de onda, por ejemplo un filiro paso banda, o un filtro de
paso largo o un filtro de paso corto.

En la forma de realizacién representada, el divisor de rayo 7 sirve para dividir el rayo de luz en un rayo de medicion
o una trayectoria de rayo de medicion 9 y un rayo de referencia o una trayectoria de rayo de referencia 11, estando
representada la trayectoria de rayo de mediciéon hacia abajo y estando representada la trayectoria de rayo de
referencia 11 hacia la izquierda hacia la disposicion de detector de referencia 19'. El divisor de rayo 7 tiene
preferentemente una caracteristica polarizadora. En formas de realizacién determinadas, sin embargo, el divisor de
rayo 7 también se puede omitir. Entonces, se suprime también la trayectoria de rayo referencia 11 o la rama de
referencia completa formada por la trayectoria de rayo de referencia 11, el sistema de lente de referencia 17, el filtro
de detector de referencia 23’ y el detector de referencia 19'.

En la forma de realizacién representada con la rama de referencia, la disposicién de detector de referencia 19’

puede ser por ejemplo un fotodiodo, un fotomultiplicador (multiplicador de fotoelectrones, abreviado por
fotomultiplicador, en inglés, tubo fotomultiplicador, PMT), una camara CCD (Charge-Coupled Device), un CMOS
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(“Complementary Metal Oxide Semiconductor”; semiconductor de 6xido metalico complementario), un haz de diodos
o un fotodiodo de avalancha. La rama de referencia puede presentar delante de la disposicion de detector de
referencia 19’ un sistema de lente de referencia 17’ para la reproduccion / el enfoque a la disposicién de detector de
referencia 19’ y/o un filtro de detector de referencia 23’, por ejemplo un filtro paso banda, o un filtro de paso largo o
un filtro de paso corto.

Antes de incidir sobre la muestra 50, la trayectoria de rayo 9 puede modificarse con medios 6pticos adicionales
dispuestos después del divisor de rayos 7. Estan representados a titulo de ejemplo un filtro puntual 21 asi como un
(primer) elemento de correccion 35 o6ptico, para compensar / corregir por ejemplo el desplazamiento de fase, el
cambio de polarizacion y/o el cambio de trayectoria de rayo generado posiblemente por el segundo divisor de rayo
34 para el acoplamiento de la radiacion laser infrarroja. Ademas, esta representado también un segundo elemento
de correccion 36 6ptico que puede ampliarse opcionalmente con una lente o una lente / un sistema de lente, por
ejemplo para compensar / corregir el desplazamiento de fase, el cambio de polarizacién y/o el cambio de trayectoria
de rayo que pueden ser producidos por el (segundo) divisor de rayo 34 para el acoplamiento de la radiacion laser
infrarroja. El segundo elemento de correccién 36 y/o la lente opcional o el sistema de lente opcional también pueden
servir para enfocar las trayectorias de rayo a la muestra 50.

La muestra 50 se puede poner a disposicion sobre un soporte 46 como gota o en una camara de muestra 45, como
esta representado en las figuras 2 a 4. Especialmente, una camara de muestra puede ser un capilar, una
microcavidad, un recipiente de reaccién (“Eppi”), una microfluidica, o una punta de pipeta, sin estar limitada a ello.
La muestra 50 que ha de ser examinada es preferentemente un liquido, preferentemente una solucién acuosa, con
particulas 105 presentes en esta (véase la figura 4), que pueden estar presentes en forma disuelta o no disuelta.

El soporte 46 preferentemente es al menos en parte transparente, siendo el soporte 46 representado un vidrio porta-
objeto, formado a partir de un vidrio, sobre el que esta realizada una capa 103 delgada. La capa 103 delgada que ha
de ser examinada comprende por ejemplo una capa de moléculas inmovilizadas funcionalmente.

La capa 103 delgada es influenciada por la muestra 50 que ha de ser examinada. Por ejemplo, una accion reciproca
de las moléculas sobre la capa 103 delgada con las particulas 105 correspondientes en la muestra conduce a un
cambio de espesor de capa (véase la figura 4). Este cambio de espesor de capa influye en la luz conducida a través
de la trayectoria de rayo de medicién 9 al soporte 46 y reflejada en la superficie de la capa delgada, que es desviada
por el divisor de rayo 7 y representada en una disposicion de detector 19. Preferentemente, la rama de medicion (a
la derecha del divisor de rayo 7) con la disposicion de detector 19 esta realizada de manera similar o incluso idéntica
a la rama de referencia (a la derecha del divisor de rayo 7). En la forma de realizacién representada, la disposicion
de detector 19 puede ser por ejemplo un fotodiodo, un fotomultiplicador (multiplicador de fotoelectrones, abreviado
por fotomultiplicador, en inglés, “photomultiplier tube”, PMT), una camara CCD (Charge-Coupled Device), un CMOS
(“Complementary Metal Oxide Semiconductor; semiconductor de 6xido metalico complementario), un conjunto de
diodos o un fotodiodo de avalancha. La rama de medicion puede presentar antes de la disposicion de detector 19 un
sistema de lente 17 para la reproduccion / el enfoque a la disposicion de detector 19 y/o un filtro de detector 23, por
ejemplo un filtro paso banda, o un filtro de paso largo o un filtro de paso corto.

Como ya se ha descrito con referencia a la figura 4, se usa para la medicién preferentemente la reflexion multiple en
las superficies limite de la capa delgada, detectandose los rayos reflejados con las dos disposiciones de detector 19,
19'. Las dos disposiciones de detector 19, 19’ estan conectadas a una unidad de evaluacién que no se describe en
detalle aqui.

Para garantizar en la capa 103 delgada una buena mezcla y evitar una capa de agotamiento, segun la invencion, a
la muestra 50 se irradia luz de un laser 32. Para la irradiacion de la luz laser, en la figura 5, el segundo divisor de
rayo 34 que ya se ha mencionado anteriormente se dispone por debajo del primer divisor de rayo 7. En otra forma
de realizacion segun la figura 6 en la que signos de referencia idénticos se refieren a componentes idénticos, el
segundo divisor de rayo 34 esta representado a titulo de ejemplo por encima del primer divisor de rayo 7. Con la
ayuda del segundo divisor de rayo 34, la radiacion laser 30 infrarroja emitida por el laser 32 y opcionalmente
modificada con un medio 6ptico 33, por ejemplo lentes, o un sistema de lente, por ejemplo un colimador para la
paralelizacion y/o el enfoque de la radiacion laser infrarroja, puede acoplarse a la trayectoria de rayo de medicion 9.
El divisor de rayo 34 puede parecerse al divisor de rayo 7, ser idéntico, o presentar otras caracteristicas. Por
ejemplo, el divisor de rayo 34 puede ser un espejo dicroico o un “Hot Mirror” (espejo caliente). Cabe volver a
destacar explicitamente que la radiacion electromagnética 31 irradiada sirve para la medicion, mientras que la
radiacion electromagnética 30 irradiada sirve para producir una conveccion.

También aqui se destaca explicitamente que la disposicién experimental descrita anteriormente es solo uno de
muchos ejemplos segun la invencién y que la invencion en ningun caso se limita a una disposiciéon especial de los
medios 6pticos descritos anteriormente. Especialmente, la disposicién experimental no esta limitada a la orientacion
representada. Por tanto, en lugar de desde arriba, la luz también puede venir desde abajo a la izquierda o a la
derecha y se pueden desplazar o rotar de manera correspondiente los medios 6pticos correspondientes. Ademas, el
orden de los medios épticos no esta limitado a la forma de realizacion representada y se puede modificar conforme a
las caracteristicas deseadas para la irradiacion y la medicion. Segun la invencion, en lugar de la reflexion
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representada también se puede medir una transmisiéon. Sin embargo, el experto vera facilmente que el
procedimiento segun la invencién para la generacion de convecciones también puede implementarse faciimente en
una disposicidon experimental de transmision de este tipo. También a este respecto se remite a la figura 6 que
muestra una disposicion experimental muy similar a la figura 5, pero que irradia la luz IR en otro punto.

Las figuras 2A y 2B muestran a titulo de ejemplo la influencia de la orientacion de un rayo laser IR 30 irradiado, con
respecto a la gravitacion sobre la conveccion térmica dentro de una camara de muestra 45 en la que se encuentra
una solucién acuosa 50 con las particulas (no representadas) disueltas en esta. Estan representados ademas los
vectores de velocidad (flechas) y las lineas de circulacion (lineas) de la conveccion térmica 90.

Si la radiacion laser esta orientada de forma antiparalela a la gravitacion, tal como esta representado en la figura 2A,
la presion de rayo / presion de luz aumenta la conveccion térmica, es decir, la velocidad de circulaciéon es mayor que
cuando la radiacion laser esta orientada paralelamente o perpendicularmente con respecto a la gravitacion.

Si la radiacion laser esta orientada paralelamente a la gravitacion, como esta representado en la figura 2B, la presion
de rayo / presién de luz atenua la conveccion térmica, la velocidad de circulacion es menor que cuando la radiacion
laser esta orientada de forma antiparalela o perpendicular con respecto a la gravitacion.

Las figuras 7A y 7B muestran a titulo de ejemplo la irradiacion de una radiacion, preferentemente una radiacion IR,
por ejemplo una radiacion laser 30, a la “ondulacion” 45, llena de una solucién acuosa 50, de una placa
multiondulada, por ejemplo una placa multiondulada de 96, de 384 o de 1.536 ondulaciones. La radiacion IR 30
irradiada produce una conveccién térmica 90 en la camara de muestra “ondulacién” 45 irradiada.

En la figura 7A, la radiacion IR 30 se irradia a través un fondo transparente 47 de una placa multiondulada.

En la figura 7B, la radiacion IR 30 no se irradia a través del fondo, sino directamente a la soluciéon acuosa 50 en la
camara de muestra “ondulacion” 45, aqui desde arriba.

Por ejemplo, esta placa multiondulada puede tener un fondo 48 no transparente, pero por ejemplo también un fondo
transparente o un fondo parcialmente transparente.

La figura 8 muestra a titulo de ejemplo la aplicacion del procedimiento descrito, en una disposicién experimental
concreta, pero sin estar limitado a esta. A su vez, cifras de referencia idénticas se refieren a piezas idénticas o
similares. La cifra de referencia 1a designa una fuente de luz que se usa para la medicion. Por ejemplo, en la fuente
de luz 1a puede tratarse de uno o varios LED o de uno o varios laseres y/o de uno o varios SLED (LED
superluminescentes). La cifra de referencia 1b designa una fuente de luz que se usa para la medicion. Por ejemplo,
en la fuente de luz 1b puede tratarse de uno o varios LED, de uno o varios laseres y/o de uno o varios SLED (LED
superluminescentes). Preferentemente, la fuente de luz 1b tiene otra longitud de onda u otra gama de longitudes de
onda que la fuente de luz 1a. La luz de la fuente de luz 1a y/o 1b sirve preferentemente para la irradiacion de una
muestra 50 que ha de ser examinada. La luz irradiada por las fuentes de luz 1a y/o 1b se puede modificar mediante
medios opticos, por ejemplo mediante una lente 26 y/o un sistema de lente (no representado) o un aparato (no
representado) o un filtro de polarizacion. A continuacion, la luz de la fuente de luz 1a preferentemente pasa por un
filtro de excitacion 25, preferentemente un filtro paso banda, y la luz de la fuente de luz 1b pasa preferentemente por
un filtro de excitacion 24, preferentemente un filtro paso banda. Preferentemente, el filtro de excitacion 24 tiene otra
zona de transmision que el filtro de excitacion 25. El signo de referencia 23 se refiere a un filtro de detector opcional,
por ejemplo un filtro paso banda o un filtro de paso largo o un filtro de paso corto o un paso dual o un filtro multipaso.
En caso de fluorescencia, el filtro 23 también puede denominarse filtro de emision.

La luz de las dos fuentes de luz de excitacion preferentemente se combina, por ejemplo, por medio del espejo
dicroico 28 y, a continuacion, preferentemente por otro espejo dicroico 29 en direccién hacia el sistema de lente de
objeto 38. El espejo dicroico 29 preferentemente también se usa para separar la luz de excitaciéon de la luz de
deteccion. Después de la reflexion en el espejo dicroico 29, la luz de excitacion preferentemente pasa por otro
espejo dicroico 34 (“Hot Mirror” / espejo caliente) y, a continuacion, preferentemente es enfocada por el sistema de
lente de objeto 38 a través del fondo 47 transparente de la placa multiondulada a la solucién acuosa 50 en la camara
de muestra 45, preferentemente una “ondulacién” de una placa multiondulada. Alli, la luz de excitacion estimula la
fluorescencia de particulas 105 fluorescentes, por ejemplo proteinas de fluorescencia intrinseca y/o biomoléculas
marcadas con fluorescencia u otras sustancias fluorescentes. La luz fluorescente es recogida por el sistema de lente
de objeto 38, preferentemente una lente, una combinacion de lentes o un objetivo de microscopio, a continuacion,
pasa por el espejo dicroico 34 y 29, después pasa por el filtro de deteccion 23, preferentemente un filtro de emision,
por ejemplo un filtro paso banda, un filtro de paso dual o un filtro multipaso, y después es enfocada por una lente 17,
por ejemplo una esfera, al detector 19, por ejemplo un fotodiodo, un PMT, una camara CCD, una camara CMOS, un
haz de diodos, un fotodiodo de avalancha.

Por medio de este detector pueden medirse la intensidad y/o la fase y/o la secuencia temporal de la intensidad de la
fluorescencia y después se pueden procesar o almacenarse electronicamente.
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La radiacion infrarroja para producir la conveccion térmica preferentemente se produce por medio de un laser
infrarrojo 32 de fibra acoplada. La fibra del laser se acopla por ejemplo por medio de un acoplamiento de fibra 27,
preferentemente con funcionalidad colimadora, a la dptica o al sistema O6ptico. La radiacion infrarroja se puede
modificar mediante medios &pticos conocidos, por ejemplo, mediante una lente 26 y/o un sistema de lente (no
representado) o un aparato (no representado) o un filtro de polarizaciéon. Por ejemplo, puede ser paralelizada o
enfocada por la lente 26, por ejemplo una esfera. A continuacion, la radiacion infrarroja es reflejada al sistema de
lente de objeto 38 por el espejo dicroico 34 (“Hot Mirror” / espejo caliente). Entonces, el sistema de lente de objeto
38 enfoca la radiacion infrarroja 30 a través del fondo 47 transparente de la placa multiondulada a la solucién acuosa
50 de la camara de muestra 45, preferentemente una “ondulacidon” de una placa multiondulada. La placa
multiondulada preferentemente es una placa de 96 ondulaciones o una placa de 384 ondulaciones o una placa de
1.536 ondulaciones. Alli, la radiacién infrarroja 30 produce una conveccion térmica 90 definida segun el enfoque,
para la mezcla de las particulas 105 en la solucién acuosa 50.

Las particulas son por ejemplo biomoléculas tales como ADN, ARN, APN, proteinas, anticuerpos, antigenos, o
pequefias moléculas, células, virus, bacterias, microbeads, nanobeads, nanoparticulas, polimeros, péptidos. Por
ejemplo, el dispositivo también puede emplearse para la deteccidon y la cuantificacion de la agregacion de
biomoléculas, por ejemplo la agregacion de proteinas o de anticuerpos terapéuticos.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la mezcla de liquidos (50) o particulas con un liquido (50) con los pasos:

a. la puesta a disposicion de un volumen de liquido (50) en una microcavidad de una placa microondulada de
384 o de 1.536;

b. la puesta a disposicién de varios LED IR

C. la generacioén de una corriente de conveccién térmica en al menos una superficie limite entre el volumen de

liquido y la microcavidad mediante la irradiacion simultanea de radiacion IR (30) de los varios LED a varias
de las cavidades,

causando la corriente de conveccion una reduccion de una capa de agotamiento en la superficie limite 0 un aumento
de una capa enriquecida en la superficie limite, de manera que se mejoran procedimientos de mediciéon basados en
superficies limite.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el liquido (50) es una solucion acuosa.

3. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que la radiacion (30) esta orientada de forma
paralela y/o antiparalela a la gravitacion y/o contiene una componente orientada perpendicularmente a la gravitacion.

4. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que con la radiacion (30) irradiada se produce
un gradiente de temperatura de 0,001 k/um (=1 K/mm) a 2 k/um (=2.000 K/mm).

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que una zona de deteccion (80) para la medicion de caracteristicas
del liquido o de las particulas en el liquido esta situada a una distancia de la zona en la que se irradia la radiacién
(30).

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que se producen velocidades de circulacion
dentro de la corriente de convecciéon de 0,0005 mm/s a 2mm/s.

7. Procedimiento para examinar acciones reciprocas moleculares en y/o dentro de una capa (80) delgada en un
volumen de liquido por medio de un procedimiento de medicién basado en superficies limite, con los pasos:

- la puesta a disposiciéon de un volumen de liquido (50) con particulas presentes en este en una microcavidad
de una placa microondulada de 384 o de 1.536;

- la puesta a disposiciéon de varios LED IR;

- la irradiacion de una radiacion IR de varios LED IR a volumenes de liquido (50) de las multiples
microcavidades de la placa microondulada para generar la corriente de conveccion térmica,

- la medicién de una accion reciproca especifica o inespecifica de las particulas con una superficie limite de
la microcavidad con la ayuda del procedimiento de medicion basado en superficies limite,

- la caracterizacion de la accion reciproca de las particulas con la ayuda de la medicion.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que

i) la mediciéon de la accién reciproca se realiza mediante espectroscopia de interferencia reflectométrica
(RIfS);

i) la medicién de la accién reciproca se realiza mediante resonancia de plasmones superficiales (“Surface
Plasmone Resonance”, SPR)

iii}) la medicion de la accion reciproca se realiza mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA /
“Enzyme Linked Immunosorbent Assay),

iv) la medicion de la accion reciproca se realiza mediante microbalanzas de cristal de cuarzo (“Quartz Crystal
Microbalance”, QCM),

v) la medicién de la accion reciproca se realiza mediante onda acustica superficial, (“surface acoustic wave”;
SAW), o

Vi) la medicion de la accion reciproca es al menos un procedimiento del grupo: espectroscopia de interferencia
reflectométrica (RIfS), interferometria de biocapa (BLI), resonancia de plasmones superficiales (“Surface
Plasmone Resonance”, SPR), microbalanzas de cristal de cuarzo (“Quartz Crystal Microbalance”, QCM),
onda acustica superficial, abreviada por OAS (“surface acoustic wave”; SAW), ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA), nanoporos o transistores (secuenciacion de proxima generacion / “Next
Generation Sequencing”).

9. Dispositivo para mezclar liquidos (50) o particulas con un liquido (50), para la realizacion de un procedimiento
segun una de las reivindicaciones 1 a 8 con:

a. una placa microondulada de 384 o de 1.536, para recibir un volumen de liquido (50); y
b. varios LED IR para la emision de radiacion IR (30);
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un equipo para la irradiacion de radiacion IR (30) a varios volumenes de liquido de la placa microondulada.
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(A) Radiacion laser antiparalela a la gravitaciéon
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(A) Placa multiondulada irradiacién a través del fondo

(B) Placa multiondulada irradiacion directamente al liquido

Fig. 7
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- Placa multiondulada irradiacion y deteccién a través del fondo
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