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METODO Y APARATO PARA LA DETECCION DE SUSTANCIAS O ANALITOS A
PARTIR DEL ANALISIS DE UNA O VARIAS MUESTRAS.

La presente invencion se refiere a un aparato para la deteccion de sustancias o

analitos a partir del anélisis de una o varias muestras, que permite llevar a cabo al
mismo tiempo el analisis de un elevado nimero de muestras y que ademas puede ser
manejado por control remoto. La invencion incluye también el método para la
deteccion de tales sustancias.o analitos.

El desarrollo de biosensores, es decir sistemas de deteccion basados en las
propiedades moleculares de los seres vivos ha constituido en los Ultimos afios una
auténtica revolucién biotecnoldgica, ya que permiten la valoracién de la existencia de
determinadas sustancias en un medio, y el analisis de sus caracteristicas (entre ellas,
su posible toxicidad o patogenicidad).

Los biosensores de aplicacién ambiental se basan en el uso de sistemas de
reconocimiento bioldgico acoplados a transductores de sefial. Existen tres
mecanismos basicos de reconocimiento bioldgico: biocatélisis, bioafinidad 'y
metabolico. Asimismo, los sistemas de transduccién pueden ser electroquimicos,
optico-electrénicos, opticos o acusticos. La transformacion catalitica de una sustancia
(por ejemplo, un compuesto contaminante) en una forma detectable con un sensor o
la inhibicién de una enzima por dicha sustancia, son los dos mecanismos operativos
basicos de los biosensores basados en biocatalisis. Ejemplos del primero de ellos lo
constituyen el uso de la tirosinasa para la deteccion de fenoles (Chen W.J., 1995;
Marko-Varga et al., 1995), o el uso de la organofosfato hidrolasa para la deteccion de
pesticidas organofoforados (Mulchandani et al., 2000).

Entre las limitaciones inherentes a estos sistemas estan el nimero reducido de
contaminantes que son sustratos de enzimas conocidas, la necesidad de
concentraciones relativamente altas del contaminante para que sea detectado, la
presencia de inhibidores en el medio, la necesidad de usar sustratos adicionales,
cofactores o mediadores, reactivos de revelado, etc. Ademas, la naturaleza
irreversible de muchas interacciones enzima-sustrato hace que el biosensor no sea
reutilizable.

Las reacciones altamente especificas de los anticuerpos con sus antigenos, o
de hibridacion entre acidos nucleicos complementarios constituyen los sistemas de
bioafinidad mas empleados. Los primeros biosensores de bioafinidad con aplicaciones

ambientales se basaban en el uso de anticuerpos debido a la disponibilidad de
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anticuerbos monoclonales y policlonales contra un elevado nimero de sustancias
contaminantes (Van Emon and Lopez-Avila, 1992; Marco et al., 1995), de tal manera
que los inmunosensores constutuyen el tipo de biosensor mas usados con fines
ambientales. Entre los inmunosensores existe una amplia gama de formatos y kits
comerciales (tanto reutilizables como de un solo uso) que permiten abordar aspectos
tan importantes como la multifuncionalidad, versatilidad de formato, tiempo de ensayo,
sensibilidad, costes, reproducibilidad, conservacion, etc.

El desarrollo de biosensorés basados en las reacciones de afinidad entre
acidos nucleicos (hibridacion especifica) para aplicaciones ambientales no ha hecho
més que empezar. Ejemplos de aplicaciones de este tipo de biosensores son la
deteccion de dafios en el DNA producido por agentes quimicos (Fojta and Palecek,
1997) o la deteccion de microorganismos mediante el uso de sondas de DNA
especificas de especie (Cheng et al., 1998). La empresa PE Biosystems

(www.pebiosystems.com) comercializa kits para la deteccion e identificacion de

bacterias basados en la amplificacion y secuenciacion de un gen universal, el gen que
codifica el RNA ribosémico 168S.

En el campo de la biomedicina también existen diversos tipos de biosensores,
basados en la reaccion antigeno-anticuerpo o en la hibridacion especifica de acidos
nucleicos, para la deteccién y cuantificacion de microorganismos patogenos. Las
técnicas de deteccion por inmunoensayo se han desarrollado, en distintos formatos,
para la deteccién de patégenos bacterianos y viricos. Las variantes mas refinadas de
estas técnicas permiten incluso cuantificar el patégeno existente en un fiuido corporal,
como las de  "LCx-RNA  cuantitativo"  desarrolladas por  Abbott
(www.abbottdiagnostics.com). Como ejemplos de metodologias basadas en la
hibridacion de &cidos nucleicos pueden citarse diversas variantes de técnicas de
"ranched-DNA", comercializada por Roche (www.roche-diagnostics.com) que permiten

la cuantificacién directa de virus patégenos en el torrente sanguineo, entre ellos el de
la inmunodeficiencia humana o los de las hepatitis B o C (Collins et al, 1997). La
hibridacion diferencial de genomas de microorganismos con sondas de acidos
nucleicos inmovilizados en tiras de nitrocelulosa (técnicas de "LiPA", comercializadas
por Abbott) permite realizar genotipado de variantes o cepas viricas (Stuyver et al.
1997).

Otro sistema de reconocimiento biolégico se basa en el estudio del
metabolismo microbiano. Asi, la medida del aumento de la concentracion de un

compuesto en funcién de la respiracion celular, o la inhibicion de la respiracion por
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dicho compuesto, y el reconocimiento especifico de promotores o reguladores de la’
expresién génica por parte del compuesto, son ejemplos de este tipo de biosensores

(Karube, 1990; Riedel, 1998). Se han desarrollado microorganismos genéticamente

modificados, mediante la transformacion con plasmidos que portan genes reporteros

(luciferasa, beta-galactosidasa, etc) bajo el control de un promotor reconocido por el

analito de interés, que reconocen y detectan la presencia de contaminantes

ambientales.

El desarrollo reciente de la tecnologia de microarrays de DNA, tambiéen
llamados chips o microchips de DNA (Southern et al., 1994; para una revision véase
Nature Genetics 21, suplemento, 1999), permite fijar covalentemente a un soporte
sélido (vidrio, nitrocelulosa, nylon etc.) miles de sondas moleculares (&cidos nucleicos,
proteinas, carbohidratos, etc), constituyendo asi un avance considerable tanto en
escalado como en posibilidad de desarrollo de los biosensores por bioafinidad.

Los chips de DNA pueden aplicarse a estudios de expresion geénica,
resecuenciacion de genomas y genotipado, principalmente. Es posible analizar la
expresion a nivel de RNA de miles de genes a partir de muestras de tejidos enfermos
(cancer, infectados por virus, bacterias, hongos, etc.) o de los agentes infecciosos
propiamente dichos (Cheng et al., 1998). El descubrimiento de los genes implicados
en estos procesos permite encontrar y disefiar nuevas drogas, nuevos métodos de
diagnostico, etc. Estudios de resecuenciacion y genotipado permiten descubrir
mutaciones y polimorfismos de un nucledtido (SNPs) en los organismos estudiados
(Hacia et al., 1999).

Otro campo de aplicacion de los chips de DNA es el de la identificacion de
especies de microorganismos, principalmente de las variantes o cepas (mas 0 menos
virulentas) de una misma especie (Gingeras et al., 1998), bien con fines clinicos
(resistencia a drogas, toxinas, factores de patogenicidad, etc.) o bien con fines
ecologicos (biodiversidad, dispersion polimorfica, etc.). Gingeras et al. construyeron un
chip de DNA con oligonucledtidos interrogando todas las posiciones (en las dos
cadenas) de un fragmento de DNA de 705 pb del gen rpoB de Mycobacterium
tuberculosis, para analizar en una coleccion de 63 aislados clinicos de M. tuberculosis
la existencia de mutaciones que confieren resistencia a rifampicina. La identificacion
de especies se basa en la existencia de polimorfismos especificos de especie que
pueden ser facilmente determinadas con un microchip de DNA. Otro ejemplo de la
utilizacion de chips de DNA para identificar bacterias lo constituye la patente

estadounidense nimero 5.925.522, donde Wong et al.(1999) describen métodos para
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la deteccion de Salmonella mediante chips de DNA con secuencias de
oligonucleodtidos especificas.

Uno de los principales problemas a la hora de analizar la presencia de
sustancias en un medio es que éstas estan, en la mayoria de los casos, muy diluidas,
por lo que se hace necesaria la utilizacién de grandes volimenes de partida. Por
ejemplo, las bacterias Gram negativas infecciosas pueden estar presentes en menos
de 10 copias por mililitro (ml) de sangre o de agua potable, virus como el de la
inmunodeficiencia humana pueden existir en menos de 5 copias por mi de sangre en
un paciente infectado, y agentes infecciosos como Escherichia coli y Salmonella
pueden manifestarse en menos de 10 copias por gramo de comida. La patente
europea numero EP1179585, A3 (fecha de publicacion 13-02-2002) aporta una
solucion al problema de aplicar grandes volimenes a sistemas de andlisis basados en
microfluidica, mediante la incorporacion de chips microfluidicos o componentes en
cartuchos mas grandes que contienen cualquier combinacion de canales, camaras,
reservorios o regiones de deteccion y procesamiento. En dicha invencion se describe
un utensilio para la separacion de analitos de un fluido y concentrarlos en un volumen
inferior al original. Dichos analitos pueden ser desde organismos, células, proteinas,
acidos nucleicos, carbohidratos, particulas viricas, compuestos quimicos o
bioquimicos, aunque el uso preferencial es para la deteccion de acidos nucleicos.

Por todo lo anterior, resulta evidente que la capacidad de medir los
contaminantes o patdgenos del aire, agua y suelo es crucial a la hora de comprender
y evaluar los riesgos de la presencia de dichos analitos sobre la salud humana vy el
ecosistema. Los costes inherentes a la quimica analitica son cada vez mas altos, y
como respuesta se ha avanzado considerablemente tanto en los métodos de
deteccion en el laboratorio como el las técnicas analiticas de campo, donde la toma de
muestras y el andlisis se hacen in situ. Con la incorporacion de métodos de campo se
‘reduce el transporte de muestras con todo lo que ello conlleva, empaquetado,
transporte, almacenaje y cuidado, etc, y se facilita la toma de decisiones. Por otra
parte, las técnicas in situ permiten una importante reduccién en el tiempo comprendido
entre la toma de la muestra y su analisis, con lo que se reduce notablemente el riesgo
de degradacion (quimica, fotoquimica o térmica) o contaminacion de la misma. No
obstante, y aunque se trata de métodos relativamente mas rapidos y baratos, tienen
ciertas limitaciones como es la capacidad de analizar un rango estrecho de
compuestos y una sensibilidad y precision inferior a las técnicas clasicas de

laboratorio. Sin embargo permiten la toma de un gran numero de muestras en sitios



10

15

20

25

30

35

WO 2004/106922 PCT/ES2004/000244
-5 -

contaminados y son especialmente importantes para planes de estudio integral en

ciertas areas donde un seguimiento continuo se hace imprescindible. Los métodos

usados deben anticipar la presencia de contaminantes o patégenos no esperados, e

incluso en concentraciones muy pequefias que, sin embargo, pueden ser altamente

peligrosas.

La caracterizacién de éareas contaminadas debe llevarse a cabo mediante una
combinacion de métodos analiticos de laboratorio y métodos de diagndstico y rastreo
in situ. Una vez identificado un marcador clave, los métodos de campo permiten
mapear su distribucion espacial y temporal, asi como realizar un seguimiento preciso a
lo largo de un eventual proceso de remediacion. Han sido descritas, y muchas de ellas
ya comercializadas, una gran variedad de técnicas de laboratorio basadas en
biosensores para detectar y medir la concentracién de biomarcadores en un medio o
en un organismo. Un gran nimero de tales técnicas son llevadas a cabo por
instrumentos de una forma semiautomaética y robotizada. Tales instrumentos, ademas
de su complejidad, gran tamario y alto coste econdmico, deben competir con otros
métodos de campo como inmunoensayos, kits para test quimicos, y otras técnicas de
laboratorio miniaturizadas, aparte de los obstaculos de comercializacion comunes a
este tipo de productos tan especializado. Actualmente existen diversos equipos
portatiles para la deteccién de analitos in situ, pero requieren de personal
especializado para su manipulacién. Por tanto, un buen instrumento biosensor debe
ser suficientemente versatil como para medir varios elementos y en un amplio rango
de concentraciones, poseer pequefio tamafio, asi como ser capaz de detectar
compuestos quimicos complejos de una forma automatica, continua y por control
remoto. Equipos de estas caracteristicas son los indicados para la monitorizacion
continua de analitos en estaciones fijas de rios, mares, lagos, etc, o para incorporarse
a un sistema movil (por ejemplo, un robot) que permita analizar muestras en diferentes
puntos de suelos o medios acuaticos.

La deteccién de sustancias (analitos) contaminantes (téxicas o no) en un medio
u organismo es extremadamente importante a la hora de tomar decisiones tanto de
caracter medio-ambiental como de caracter médico. En muchos casos basta con un
analisis puntual, pero muchas veces es imprescindible una monitorizacion continua de
uno o varios analitos. Para ello se requiere la repeticion del proceso tantas veces
como sea necesario por parte de un operario especializado, con el consiguiente coste
en recursos (econémicos, de tiempo y de personal debidamente formado) aparte de

que los resultados pueden verse comprometidos por falta de uniformidad en dicho
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proceso. Este problema suele solventarse mediante sistemas de toma de muestras y
analisis automaticos o semiautomaticos, con complicados y sofisticados instrumentos
biomédicos, o complejas estaciones de seguimiento medioambiental. Ademas, el
nuimero de sustancias analizadas simultaneamente mediante los métodos actuales es
muy bajo, o incluso de un Unico analito en la mayoria de los casos. Por ejemplo, los
métodos actuales mas usados para el analisis microbiolégico de aguas, suelos y
edificios estan basados en las técnicas de cultivo clésicas, en ensayos inmunoldgicos,
o mas recientemente en la reaccion de PCR, bien sea con equipos portatiles o en
laboratorio, pero siempre un nimero limitado de muestras y analitos. Por otro lado,
existen situaciones especiales donde la toma de muestras y el analisis in situ se hace
especialmente dificii como en lugares de dificil acceso o sitios altamente
contaminados con productos téxicos o bioldgicos.

La presente invencion tiene por objeto eliminar los inconvenientes expuestos
mediante el desarrollo de un aparato robotizado y susceptible de manejo por control
remoto y a un método que permiten el andlisis de multiples muestras naturales, y la
deteccion y caracterizacién simultdnea desde decenas hasta miles de analitos
diferentes en un solo ensayo. La presente invencién se beneficia del desarrollo
reciente de la tecnologia de microarrays de DNA y proteinas, que ha aumentado
enormemente la capacidad de andlisis y la sensibilidad de deteccion, permitiendo el
estudio problemas bioldgicos, biomédicos y biosanitarios. A diferencia de las
tecnologias basadas en microarrays que se han desarrollado hasta la fecha (que
requieren de personal especializado, y de protocolos complejos y laboriosos para el
procesado de las muestras), en la presente invencion el tratamiento de la muestra a
analizar se reduce considerablemente y todo el proceso se realiza de forma
robotizada.

La invencion incluye un aparato capaz de procesar volimenes que pueden ir
desde nanolitros hasta mililitros de una muestra liquida (fluidos corporales, agua), o
una suspension (de suelo, sedimento o roca previamente triturada); y un método que

permite la deteccion de al menos un analito de una forma sencilla y sin necesidad de

- purificar o concentrar dicha muestra.

El aparato comprende una serie de modulos operativos, en los cuales se
manipulan, tratan y analizan las muestras, y una serie de moddulos de control, de los
médulos operativos, que supervisan el funcionamiento de dichos médulos operativos.
El funcionamiento de todo el conjunto esta supervisado por un médulo de control

global. Ademas, el aparato cuenta con un modulo de comunicaciones
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Mas concretamente, el aparato de la invencion consta de:
- un Modulo Homogenizador de Muestras
- un Médulo de Procesamiento de Muestras
- un Modulo de Gestion de Reactivos y Soluciones
- un Mddulo de Reaccién
- un Modulo de Lectura de Datos
Ademés el aparato de la invencién puede incluir un médulo de adquisicién de
muestras y un modulo de distribucién de muestras.
En cuanto a los modulos de comunicacion y control incluiran:
- un Médulo de Comunicaciones
- un Médulo de Control Global
- un Médulo de Control de la Adquisiciéon de Muestras
- un Médulo de Control de la Distribucién de Muestras
- un Médulo de Control del Homogeneizador de Muestras
- un Médulo de Control de del Procesamiento y Reaccion
- un Modulo de Control del Gestor de Reactivos y Soluciones
- un mddulo de Control del Lector de Datos
La secuencia de procesos que se llevaran a cabo con el aparato y método de
la invencion es:
1. Extraccion de la muestra a analizar a través de un mddulo de
adquisicion de muestras. Dichas muestras pueden estar en estado liquido, solido o en

suspension.

2 Las muestras son distribuidas por medio de un médulo de distribucion

de muestras hasta la posicién de homogenizacion y procesamiento.

3. Previamente a la homogenizacion, se prepara una solucién o
suspensioén con el contenido de dichas muestras. Para ello, un médulo de gestion de
reactivos y soluciones controla la adicién de una solucién salina o una solucion

tampon para que se mezcle con dicha muestra.

4. La homogenizacién de la muestra consiste en formar una mezcla
homogénea entre dicha muestra y la solucion salina o tampodn, con el fin de disgregar
al maximo la materia particulada y de disolver los analitos presentes. Este proceso es

llevado a cabo por el médulo homogenizador de muestras.

5. La muestra homogenizada puede ser sometida a diferentes procesos

en el médulo de procesamiento de muestras: modificacion quimica, bioquimica o
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biologica (que interaccione con una célula viva), o modificacion fisica como filtrado,
concentracién, etc. El resultado del procesamiento puede ser el etiqguetado molecular
o no de los analitos presentes en la muestra. Dicho etiquetado puede estar formado
por una sustancia fluorescente o cualquier otra sustancia que permita la identificacion
posterior del analito modificado.

6. La muestra procesada circula a través del modulo de reaccion donde
entra en contacto con un dispositivo sensor. Dicho sensor esta constituido por una o
mas sustancias capaces de interaccionar con los analitos (modificados o no)
presentes en la muestra, de tal forma que dichos analitos son retenidos en el modulo
de reaccioén, mientras el exceso de muestra es almacenada en un depdsito de

desechos.

7. Una vez ha circulado toda la muestra a través del médulo de reaccion,
dicho médulo puede ser lavado, para eliminar restos de muestra procesada, con una
solucion controlada por el modulo de gestién de reactivos y soluciones. Esta operacion
de lavado puede ser suprimida y afiadir nuevos reactivos al médulo de reaccion y

posteriormente hacer nuevos lavados, en caso necesario.

8.  El objetivo final es la deteccion de analitos retenidos en el sensor del
médulo de reaccion. Para ello el modulo de lectura de datos esta dotado de
dispositivos que detectan aquellos analitos etiquetados (fluorescentes o no). Si dichos
analitos han sido modificados con una sustancia fluorescente (fluorocromo), el médulo
de lectura ira dotado de una fuente de radiacién para excitar dicho fluorocromo y un

detector de fluorescencia.

0. Los datos detectados son procesados por un software adecuado para
una presentacion final del resultado. Dicha presentacion puede estar constituida por

un mapa de “bits” que origine una imagen susceptible de ser tratada

“informaticamente, bien por el software del médulo de lectura de datos, bien por una

estaciéon remota.

10. El resultado final del proceso es enviado a una estacion remota a fravés
del modulo de comunicaciones.
Las principales ventajas que aporta la presente invencion respecto de los
sistemas actuales son:
1. Potencial de automatizacion del sistema completo, desde la toma

de muestras, procesamiento, andlisis hasta el envio de datos
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2. Simplificacién considerable del nimero de etapas necesarias para el
procesado de las muestras
3.  Potencial de miniaturizacién
4. Capacidad para detectar de una sola vez desde unos cuantos hasta
miles de sustancias, preferentemente compuestos de origen biologico.
5. Requerimientos energéticos bajos
Gran autonomia
Posibilidad de control remoto.
Posibilidad de aplicacion a la exploracion planetaria (por ejemplo Marte)

A continuacién se va a proceder a realizar una descripcion detallada de cada
uno de los médulos que componen la invencion.

En resumen, el método de la invencion, para la deteccion de sustancias o
analitos a partir del analisis de una o mas muestras, comprende las etapas de: a)
mezclar dicha muestra con un liquido tampdn apropiados; b) homogeneizar con un
sistema homogeneizador: ¢) afiadir reactivos para modificar dicha muestra; d) filtrar la
muestra; e) inyectar dicha muestra a una camara de reaccion; f) dejar reaccionar la
muestra con un biosensor; g) lavar el exceso de muestra no reaccionada; y h) detectar
la muestra retenida en el biosensor. Las diferentes etapas se desarrollaran siguiendo

un orden que puede variar y que dependera del tipo de muestra a analizar.

1.- Modulo de Comunicaciones
El Modulo de Comunicaciones es el interfaz del equipo con el usuario, que
puede ser local o remoto. En caso de tratarse de uno local el modulo de-

comunicaciones permitira establecer una conexion segin alguno de los siguientes

protocolos:
1. Consola, en caso de usuario local.
2.  Enlace via serie RS232, RS422 o RS485.
3.  Enlace paralelo.
4. Enlace mediante USB (Universal Serial Bus).

5. Enlace TCP, UDP, IP o cualquier otro protocolo para la transmision de
datos entre ordenadores.
6. Enlaces via radio, IRDA, ...
7. Buses de campo: PROFIBUS, CAN, FieldBus, InterBUS-S, ...
8.  Enlaces telefénicos: GSM, ...
En el caso del establecimiento del enlace de datos, el modulo de

comunicaciones realiza las tareas de codificacién de datos, encapsulamiento, control
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de acceso al medio, envio/recepcion de datos/comandos e implementacion de

opciones de seguridad mediante la validacion de la integridad de los comandos.

2.- Controlador global
Este es el médulo que controla y supervisa el funcionamiento de todo el equipo
5 vy realiza al menos las siguientes funciones:

1.  Recepcion de los mensajes procedentes del Modulo de
Comunicaciones. Validacion de los parametros y érdenes recibidas. Interpretacion de
tales érdenes (tareas) enviadas por el usuario.

2. Sistema de ejecucion de tareas: secuenciaéién global de subprocesos,

10 envio de 6rdenes-a los controladores locales correspondientes.

3. Realizacion de tareas automaticas preprogramadas.

4. Supervision del funcionamiento de cada modulo: realizacion de
subtareas y verificaciones de seguridad (monitorizacion de los parametros del proceso
y comprobacién de su inclusién en los correspondientes rangos adecuados de

15  funcionamiento). Control de parada de emergencia si la seguridad asi lo requiere.

5.  Recuperacion ante fallos de subsistemas.

6. Envio al operador de los valores de los parametros de trabajo para su
monitorizacion general del proceso a través del Modulo de Comunicaciones.

Ademas, este controlador puede permitir tanto la operacion cercana como

20 remota del aparato.

3.- Médulo de Adquisicion de las Muestras

Se define "Moédulo de Adquisicion de las Muestras" como el modulo que
permite extraer, almacenar y transportar las muestras a analizar de una manera
robotizada; estas muestras pueden ser: sdlidas, liquidas, en suspension.

25 El Modulo de Adquisicion de Muestras consta de dos partes: un dispositivo
para la extraccién de la muestra y otro para su almacenaje y transporte hasta la tolva
de entrada.

Se identifican las siguientes realizaciones particulares:
1. En una realizacién particular de la invencion, para la extraccion de

30  muestras solidas, el modulo consta de un robot con al menos seis grados de libertad
con una herramienta colocada en su extremo distal que permite el taladrado del suelo
o la roca por medio de un percutor que esta accionado por un sistema hidraulico,
neumatico o mecanico, cuando funcione a frecuencias entre 1 Hz y 1 KHz, y

accionado por un actuador piezoeléctrico para frecuencias hasta 60 KHz. El transporte
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del sdlido pulverizado se realiza por medio de un sistema de aspiracion y transporte
neumatico.

2.  En otra realizacion particular de la invencion, para la extraccion de

muestras liquidas se utiliza un sistema hidraulico de bombeo que deposita la muestra
liguida en la tolva.

3. En ofra realizacién particular de la invencion, para la extraccion de
muestras en suspension (en aire), el modulo consta de un sistema de succion y
filtrado. El filtro, con las particulas retenidas se traslada parte del liquido al Médulo de
Distribucién de Muestras.

4, En otra realizacién particular de la invencion, un sistema de
succién toma aire del medio que rodea a la invencién y se bombea el gas obtenido en
una disolucion, posteriofmente una bomba traslada parte del liquido al Médulo de
Distribucion de Muestras.

4.- Controlador de la Adquisicion de Muestras

El Controlador de la Adquisicién de Muestras se encarga de controlar todos los
mecanismos encargados de realizar las funciones descritas en el apartado 3.

El médulo de control de la adquisicién de muestras sera activado por el médulo
de control global, realizar las funciones preprogramadas y enviara una sefial eléctrica
analogica o digital al médulo de control global cuando haya finalizado su funcién, al
igual que cuando se haya detectado algiin error en su ejecucion.

En la realizacion particular del Médulo de adquisicion de muestras identificada
en el punto 1 del apartado 3 el mddulo de control de la adquisicion de muestras
realizara el control del brazo articulado, asi como de la herramienta de que disponga
para la realizacion de orificios en el suelo, rocas, ... y del dispositivo que se utilice para
recoger las muestras pulverizadas.

En la realizacion particular del médulo de adquisicién de muestras identificada
en el punto 2 del apartado 3 el modulo de control de la adquisicion de muestras
realizara el contro! de la bomba encargada de la toma de muestras liquidas.

En la realizacion particular del médulo de adquisicion de muestras identificada
en el punto 3 del apartado 3 el modulo de control de la adquisicion de muestras
controlara el sistema de succién de aire y el mecanismo que traslada el filtro al modulo
de distribuciéon de muestras.

En la realizacién particular del modulo de adquisicion de muestras identificada
en el punto 4 del apartado 3 el médulo de control de la adquisicién de muestras

controlara el sistema de succion de aire y la bomba que toma la muestra liquida del
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deposito donde se ha bombeado el aire y la deposita en el médulo de distribucion de
muestras.

5.- Modulo de Distribucion de Muestras

Se define “Modulo de Distribucion de Muestras” como el conjunto de
dispositivos que permite el analisis independiente de varias muestras tomadas con el
mismo modulo de adquisicion de muestras, por lo que necesita de un mecanismo de
distribucion de las muestras desde la tolva de entrada hacia los diversos recipientes
de homogeneizacion del Médulo de Procesamiento de Muestras

En una realizacién particular, el médulo de distribucién de muestras consta de
un dispositivo mévil, por ejemplo en forma de tambor giratorio, capaz de alojar uno o
mas recipientes de homogeneizacién, que permite situar debajo de la tolva de entrada
el recipiente que se desea utilizar, para recibir la muestra solida o liquida, o un filtro
con particulas en suspension retenidas. Una vez introducida la muestra en la camara
de homogeneizacion, se gira nuevamente el tambor hasta situar el recipiente alineado
con el bastidor mévil del Médulo de Procesamiento de Muestras, para iniciar su
procesado.

El dispositivo movil o tambor giratorio puede ir montado sobre un eje vertical u

horizontal, con facultad de giro sobre el mismo.

6.- Controlador de la Distribucion de Muestras

El Controlador de la Distribucién de Muestras se encarga de controlar los
mecanismos, sensores y actuadores electromecanicos encargados de distribuir
adecuadamente las muestras introducidas en el médulo de distribucion de muestras.

El médulo de control de la distribucién de muestras sera activado por el modulo
de control global, realizar las funciones preprogramadas y enviara una sefal eléctrica
analégica o digital al médulo de control global cuando haya finalizado su funcion, al
igual que cuando se haya detectado algun error en su ejecucion.

En la realizacion particular indicada en el apartado 5 se encarga de controlar el

motor que gira el tambor giratorio utilizando los sensores correspondientes para

~ identificar la posicion del tambor.

7.- Modulo del Homogeneizador de Muestras
El Médulo del Homogenizador de Muestras esta constituido por un dispositivo
capaz de actuar sobre las muestras para producir su homogenizacion. Dicho

dispositivo puede ser de accién mecanica, como trituradores y vibradores, de accion

térmica (resistencias, etc), o generadores de ondas (ultrasonidos, etc.). Dichos
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dispositivos son capaces de regular el grado de agitacion y homogenizacion de dichas
muestras, desde una mezcla suave hasta producir la ruptura de células (lisis) tan
resistentes como pueden ser las esporas de algunos microorganismos.

Se han identificado las siguientes realizaciones particulares del modulo
homogenizador de muestras:

1. En una realizacién particular de la invencion, el médulo homogenizador
de muestras esta formado por un dispositivo piezoeléctrico generador de ultrasonidos
que convierte la energia eléctrica de alta frecuencia, suministrada por el controlador
del homogeneizador, en vibraciones longitudinales. Tales vibraciones son amplificadas
por el extremo libre de una bocina, firmemente unida al dispositivo piezoeléctrico. El
médulo homogenizador de muestras esta alojado dentro del bastidor de cierre de la
camara principal del Moduio de Procesamiento de Muestras, firmemente sujeto a él y
en contacto con la pared de cierre de dicha camara.

Las vibraciones de la bocina generan ondas de presién en la solucion o
suspensién que contiene la muestra procesada que, a su vez, producen cavitacion
dentro de dicha solucion o suspension, disgregando la materia particulada y lisando las
células que pudieran existir en la muestra, y homogeneizando, de esta forma, dicha
muestra. El lisado se puede mejorar introduciendo en la muestra liquida micro-esferas.

El lisado por ultrasonidos se puede realizar por medio de la accion directa de la

bocina en el liquido o a través de una membrana tal como se realiza en la patente US
6431476.

Los sensores de presién y temperatura del Médulo de Procesamiento de
Muestras monitorizan el adecuado funcionamiento del proceso.

2. En ofra realizacion particular de la invencion, el médulo homogenizador de
muestras esta formado por un homogenizador mecéanico de aspas o piston. La accion
mecanica de las aspas o el piston en el liquido y el rozamiento mismo con las paredes
permite la homogenizacion e incluso lisado. La mejora de la homogenizacion es posible

afnadiendo agentes abrasivos.

8.- Controlador del Homogeneizador de Muestras

El Controlador del Homogeneizador de Muestras se encarga de controlar los
mecanismos electromecénicos y sensores necesarios para homogeneizar
adecuadamente las muestras introducidas en el médulo homogenizador de muestras.

El modulo de control del homogeneizador de muestras seréd activado por el

médulo de control global, realizar las funciones preprogramadas y enviara una sefial
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eléctrica analdgica o digital al médulo de control global cuando haya finalizado su
funcion, al igual que cuando se haya detectado algun error en su ejecucion.

En la realizacion particular 1 del apartado 7 el mddulo de control del
homogeneizador de muestras convierte la energia eléctrica del sistema de
alimentacion en energia eléctrica de alta frecuencia trasmitiéndosela al piezoeléctrico
segln la secuencia temporal prefijada. Ademas regula el voltaje de salida al
piezoeléctrico modificando la amplitud de la vibracion.

En la realizacién particular 2 del apartado 7 el moédulo de control del
homogeneizador de muestras debe activar/desactivar el dispositivo electromecanico

que acciona las aspas o el piston.

9.- Médulo de Procesamiento de Muestras

El "Modulo de Procesamiento de Muestras" se define como un conjunto de
dispositivos cuya finalidad es someter dichas muestras a diferentes tratamientos
fisicos (homogenizacién, lisado, agitacion, calentamiento, radiacion, etc), quimicos
(modificacion con agentes quimicos o bioquimicos como reacciones enzimaticas, etc),
o biolégicos (interaccion con microorganismos).

En una realizacion particular de la invencion el médulo de procesamiento de
muestras consta de dos subconjuntos claramente diferenciados: un recipiente de
homogeneizacion que alberga la muestra dentro de la éémara de homogeneizacion, y
un bastidor mévil de cierre de dicha camara.

En una realizacién particular de la invencion, el modulo de procesamiento de
muestras incluye desde uno a varios recipientes de homogenizacion, permitiendo el
andlisis de al menos una muestra por recipiente. Cada Recipiente de Homogenizacion
esta provisto de una o mas camaras principales de homogeneizacién, rodeada de
varias camaras secundarias conectadas con ella por conductos de diversos tamarios.
La camara principal de homogeneizacion, estéd abierta para recibir, recibe las
muestras en estado sdlido o liquido, a través de la tolva del médulo de adquisicion de
muestras. Durante el procesamiento de la muestra, esta abertura es herméticamente

cerrada por el piston del bastidor de cierre del modulo de procesamiento de muestras.

Las camaras secundarias del Recipiente de Homogenizacion estan herméticamente

selladas con tapones de silicona, y comunicadas por medio de conductos de varios
tamafios de seccién con la camara principal. Estas camaras secundarias son
utilizadas para la introduccion de diversos reactivos en la camara de
homogeneizacion, inyectados por medio de las cénulas del Modulo de Gestion de

Reactivos y Soluciones. Varias de estas cdmaras secundarias alojan sondas para
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medir parametros de los procesos realizados en la camara principal de
homogeneizacién (temperatura, presion, pH, conductividad, etc.).

La pared de la camara principal dispone de un orificio de venteo, que
determina el momento de cierre hermético de dicha camara por el piston, al ser
sobrepasado dicho orificio por el pistdn, por ejemplo por una junta anular de
estanquidad de dicho piston. Ademas este piston sera desplazable dentro de la
camara principal, a partir de la posicion de cierre hermético, para provocar el aumento
de presién dentro de la camara. A traves de este orificio de venteo pueden
introducirse las muestras en la cdmara principal.

Las camara secundarias pueden ir cerradas por un lado mediante tapones a
través de los cuales pueden introducirse canulas pertenecientes al modulo de gestion
de reactivos para la inyeccién de reactivos o soluciones, y por el otro lado con valvulas
normalmente cerradas y accionadas eléctricamente, mecanicamente por el
movimiento del bastidor del modulo de homogeneizacion, por medio de una
sobrepresion generada por el médulo de gestion de reactivos.

En una realizacion particular de la invencion, cada recipiente de
homogeneizacién incluye, también, un sistema de filtros y una valvula situados en el
conducto de salida de la muestra. El filtro se utiliza para. evitar que solidos de un
tamafio superior al deseado accedan al Modulo de Reaccion. La valvula aisla o
comunica al Recipiente de Homogeneizacion con el Médulo de Reaccidn, permitiendo
controlar el momento en el que la muestra procesada debe ser inyectada en el Modulo
de Reaccion.

En una realizacion particular de la invencion el médulo de procesamiento de
muestras consta de un segundo subconjunto consistente en el bastidor mévil de cierre
de la camara de homogeneizacion. Durante el procesamiento de la muestra, este
subconjunto realiza el cierre hermético de la parte superior de la camara de
homogeneizacién, por medio de un pistén fijo al bastidor y provisto de una junta de
estanqueidad. El bastidor movil es Unico para todos los recipientes del modulo de
procesamiento de muestras, los cuales son alineados con el bastidor mediante el
tambor giratorio del médulo de distribucion de muestras. El bastidor esta guiado
axialmente y accionado por un motor paso a paso, con una reduccion de tornilio-
tuerca. Para ello, dicho bastidor va montado sobre el eje del modulo de distribucién de
muestras, a uno de los lados de dicho tambor o dispositivo movil. Este sistema
permite un control muy preciso del avance axial del piston. A su vez, el bastidor movil

aloja las canulas del médulo de gestion de reactivos y soluciones y el sistema
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piezoeléctrico del modulo homogenizador de muestras, lo cual permite un
posicionamiento preciso para la inyeccion de reactivos, mediciones de parametros de
la muestra y ejecucion de la homogeneizacion. El avance del piston dentro de la
camara de homogeneizacion, una vez producido el cierre hermético, genera una
sobre-presion en la solucién o suspension a tratar, garantizando el contacto necesario
entre la bocina del sistema piezoeléctrico y la pared del piston para la generacion de
cavitacién en la solucion o suspension.

En la realizacién descrita el bastidor en el que va montado el piston para el
cierre del recipiente va situado por encima del tambor giratorio de eje vertical, pero en
el caso de que el tambor giratorio sea de eje horizontal, dicho bastidor iria situado a
un lado del tambor giratorio, de forma que al otro lado del mismo pueden situarse los
diferentes recipientes. En cualquier caso, cada uno de los recipientes del modulo de
procesamiento de muestras puede ir dotado de medios para su cierre. Estos medios
pueden consistir en un piston o valvula montado en cada recipiente y accionado por el

movimiento del bastidor desplazable del médulo de homogeneizacion.

10.- Controlador del Procesamiento y Reaccion de Muestras

El Controlador de Procesamiento y Reaccion de muestras se encarga de
controlar los mecanismos electromecanicos y sensores necesarios para procesar
adecuadamente las muestras introducidas en el Modulo de procesamiento de
muestras e inyectarlas en el modulo de reaccion, después del procesamiento

El CPR sera activado por el médulo de control global, realizar las funciones
preprogramadas y enviara una sefial eléctrica analégica o digital al médulo de control
global cuando haya finalizado su funcién, al igual que cuando se haya detectado algun
eIror en su ejecucion.

En la realizacién particular mencionada en el apartado 9 el CPR se encarga de
controlar los componentes electromecanicos que posicionan el bastidor en el
Recipiente de Homogeneizacion, asi como los sensores que se utilizan para conocer

la posicién del bastidor, y los que monitorizan la camara de homogeneizacion.

11.- Modulo de Reaccion

Se define "Médulo de Reaccion" como un dispositivo que consta de un soporte
donde se encuentra una camara de reaccion, comunicada por un conducto principal
con el modulo de procesamiento de muestras, y por otro conducto con el Moédulo de
Gestion de Reactivos y Soluciones. La camara de reaccion aloja un biosensor o

sistema sensor capaz de detectar sustancias (desde moléculas a microorganismos
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completos) presentes en la solucion o suspension. Dicho sistema sensor puede estar
constituido por al menos una sustancia detectora en formato de micromatriz ( biochip)
de ADN o proteinas, o cualquier sistema basado en microfluidica. Dichas sustancias
detectoras pueden elegirse del grupo formado por: a) una sustancia de naturaleza
aminoacida; b) una sustancia de naturaleza proteica; ¢) una sustancia de naturaleza
nucledtica; d) un acido nucleico; e) un acido nucleico-peptidico (BNA); f) una sustancia
de naturaleza lipidica; g) una sustancia de naturaleza sacaridica; h) una sustancia que
sea combinacion de al menos dos de las anteriores; j) una célula completa viva; j) una
célula completa en forma de espora; k) un lisado o extractor celular; 1) un tejido
formado por células; m) un virus completo o cualquiera de sus componentes; n)
polimeros sintéticos y 0) polimeros impresos molecularmente (MIP, molecularly
imprinted polymers). Las proteinas capaces de unirse especificamente a otras
sustancias pueden ser anticuerpos monoclonales o policlonales. Ademas, los
compuestos modificadores de la muestra pueden elegirse entre un reactivo quimico
capaz de unirse a alguno de los analitos presentes en la muestra, o una o mas
sustancias de entre las mencionadas anteriormente, o una combinacion de las
mismas.Dicha micromatriz puede estar constituido por un Unico tipo o una mezcla de
las sustancias detectoras mencionadas (por ejemplo, una micromatriz que contenga
puntos de ADN y de proteinas en un mismo soporte). La camara de reaccion puede
funcionar como una célula de flujo, de manera que la solucion o suspension
procedente del modulo de procesamiento de muestras circula a través de dicha
camara de reaccion para permitir la interaccion de las sustancias presentes en la
solucion o suspension con la sustancia o sustancias detectoras presentes en el
sensor. La sefial de la muestra retenida en el biosensor puede ser amplificada por un
coctel o muestra conteniendo una o mas sustancias de las citadas anteriormente.

En una realizacion particular de la invencion, la solucidn o suspension circula
desde el modulo de procesamiento de muestras al médulo de reaccion a través de
una vélvula, un sistema filtros, y un conducto principal. Por este conducto entra la
muestra, una vez procesada, a la camara de reaccion. Esta misma camara tiene un
conducto de salida conectado con el un recipiente aimacén de desechos donde
termina la muestra una vez ha reaccionado con la sustancia o sustancias detectoras
presentes en el sensor. A la camara de reaccion llegan directamente uno o varios
conductos adicionales desde las camaras secundarias del modulo homogenizador de
muestras. Estos conductos permiten inyectar reactivos o, simplemente, disolucion de

lavado, en la camara de reaccion, antes de realizar la lectura o medida de la reaccion.
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En una realizacion particular, la solucion o suspension, una vez
homogeneizada, se hace reaccionar con un reactivo fluorescente que pueda quedar
incorporado (mediante enlace covalente, idnico, hidrofébico o de otro tipo) a las
sustancias (desde moléculas a microorganismos completos) presentes en dicha
solucién o suspension. Una vez incorporado dicho reactivo fluorescente, el exceso del
mismo que no ha reaccionado es inactivado por una sustancia inactivante que impida
su reaccion posterior. Dicha sustancia inactivante puede ser un blogqueante quimico
que aporte un exceso de grupos funcionales reactivos con el reactivo fluorescente (por
ejemplo, grupos amino, carboxilo, sulfhidrilo u otros). Una vez inactivado el exceso de
reactivo fluorescente, la muestra es filtrada e inyectada en la cdmara de reaccion de
forma continua o discontinua. Su paso por la camara de reaccion permite la
interaccion con las sustancias detectoras del sensor. Una vez producida la reaccion, el
exceso de muestra marcada no retenida en el sensor es eliminado por lavados
sucesivos de la camara de reaccion. El liquido de lavado es almacenado en el

depdsito de desechos.

En otra realizacién particular de la invencion, la sefial de la muestra retenida en
el sensor es amplificada por un coctel conteniendo una o mas sustancias (ADN,
anticuerpos, PNA, etc) marcados con una sustancia fluorescente, un compuesto
metalico, o una enzima. Dicho coctel es almacenado en una de las camaras
secundarias del MPM, hasta que es inyectado a la camara de reaccion una vez ha
sido lavado el exceso de muestra que no ha reaccionado con el sensor. Tras un
periodo adecuado de incubacion el exceso de dicho coctel no retenido es evacuado
con la solucién de lavado.

Las diferentes camaras del moédulo de reaccidén iran montadas en un

dispositivo mévil, por ejemplo en el tambor movil del modulo de distribucion.

12.- Médulo de Gestion de Reactivos y Soluciones

Se define "Moédulo de Gestién de Reactivos y Soluciones" como un conjunto
de dispositivos para almacenar y dispensar con precision, en el momento requerido,
las diferentes soluciones y reactivos que intervienen en las diferentes etapas de
procesamiento de las muestras: homogeneizacion, modificacion, reaccion, lavado, etc.

En una realizacion particular de la invencion, el elemento principal del médulo
de gestion de reactivos y soluciones lo compone una jeringa motorizada que realiza

las funciones de almacenamiento y dispensador de fluidos. El médulo consta de
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tantos conjuntos idénticos de jeringas motorizadas como reactivos diferentes sean
necesarios. Cada conjunto incorpora los siguientes elementos:

1. Una jeringa, fija al bastidor del médulo, cuya capacidad depende del
numero de muestras a analizar.

5 2. Un actuador lineal provisto de motor paso-a-paso que acciona el
vastago del émbolo de la jeringa. El actuador esta disefiado para poder inyectar con
precisién fluidos en las camaras correspondientes cuando éstas se encuentran a las
presiones diferenciales definidas por el procedimiento funcional.

3. Un sensor de posicion que determina la posicion del émbolo de la
10 jeringa, permitiendo el control del conjunto en lazo abierto ("fin de carrera”) o en lazo
cerrado ("encoder").
4. Una valvula pasiva (antirretorno) o activa (motorizada) que mantiene la
barrera de presion en los circuitos de fluidos cuando la jeringa no esta accionada.
5. Una canula que, como elemento final del médulo, penetra a través de
15  los sellos de las camaras laterales del Recipiente de Homogeneizacion. La canula
esta fija al bastidor movil del médulo de procesamiento de muestras y, por lo tanto, su
movimiento de penetracion esta sincronizado con el movimiento de avance de dicho
bastidor.
6. Todos los conductos y accesorios necesarios para conectar los
20 diferentes componentes que forman el circuito de fluidos.
En otra realizacion particular de la invencion, caracterizada por un numero
importante de reactivos ylo soluciones, el modulo de gestion de reactivos y soluciones

esta formado por:
e Varios depositos, tantos como reactivos y/o soluciones se quieran utilizar.

25 e Un Unico sistema de bombeo capaz de aspirar los fluidos de los
diferentes depositos y de dispensarlos a la camara de homogeneizaciéon o de

reaccion.

e Una o varias valvulas de distribucién, cada una de ellas provista de varias

vias de entrada y una via de salida, capaces de abrir o cerrar los diferentes

30 conductos desde los depositos hasta la camara de homogeneizacion o de reaccion.
Esta configuracion del médulo de gestion de reactivos y soluciones simplifica al

maximo el nimero de actuadores requerido y el nimero de vias de inyeccion.



10

15

20

25

30

WO 2004/106922 PCT/ES2004/000244

-20-

En otra realizacion particular de la invencion, caracterizada por un numero
importante de reactivos y/o soluciones, el médulo de gestion de reactivos y soluciones

esté formado por:

e Varias jeringas-depésito estancas, tantas como reactivos y/o soluciones
se quieran utilizar, provistas de un émbolo sin vastago, que divide la jeringa-deposito
en dos compartimentos estancos: uno, provisto de via de salida con valvula
antirretorno, para el reactivo o solucion, y otro, provisto de una via de entrada, para el

fluido impulsor.

e Un circuito cerrado de! fluido impulsor, formado por un Unico sistema de
bombeo capaz de aspirar dicho fluido de un depdsito y de dispensarlo a los diferentes
compartimentos estancos de las jeringas-depésito, accionando, de esta forma, los

émbolos de las mismas.

e Una o varias valvulas de distribucién, en el circuito del fluido impulsor,
cada una de ellas provista de varias vias de salida y una via de entrada, que permiten

seleccionar la jeringa-depdsito a actuar.

e Vias de salida e inyeccion individuales para cada jeringa-depodsito,

provistas de valvula antirretorno y canula.

e Como alternativa al punto anterior, via de inyeccién comun, provista de
valvula antirretorno y canula, conectada con la via de salida de cada jeringa-deposito
a través de una o varias valvulas de distribucion.

Esta configuracion del médulo de gestion de reactivos y soluciones simplifica al
méximo el numero de actuadores requerido y permite la inyeccion de
reactivos/soluciones a través de vias individuales u, opcionalmente, a través de una

Unica via, si la compatibilidad de fiuidos lo permite.

13.- Controlador de la Gestién de Reactivos y Soluciones
E| Controlador del Médulo de Gestion de Reactivos y Soluciones se encarga

de controlar los mecanismos electromecanicos y sensores necesarios para almacenar

*y dispensar con precision, en el momento requerido, las diferentes soluciones y

reactivos que intervienen en las diferentes etapas de procesamiento de las muestras.
El CMGRS ser4 activado por el médulo de control global, realizar las funciones

preprogramadas y enviara una sefial eléctrica analégica o digital al médulo de control

global cuando haya finalizado su funcion, al igual que cuando se haya detectado algin

error en su ejecucion.
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En la primera realizaciéon particular indicada en el apartado 12 el CMGRS se
encarga de controlar el actuador que mueve la jeringa; de monitorizar el sensor que
determina la posicién del embolo y de actuar sobre la electrovalvula que mantiene la

barrera de presion (ver 4 de la primera realizacion indicada en el apartado 12).

14.- Modulo de Lectura de Datos

Se define "Médulo de Lectura de Datos" como el conjunto de dispositivos que
permitan detectar las reacciones producidas en la cdmara de reaccion, y procesar
convenientemente las sefiales detectadas.

En una realizacion particular de la invencion, el detector de las reacciones es
un lector CCD de alta resolucién y sensibilidad, con la 6ptica y filtros necesarios para
leer unicamente la frecuencia de la radiacion electromagnética producida como
resultado de la reaccién. Dicha radiacién electromagnética se produce por excitacion
de una sustancia reactiva que interviene en el proceso de reaccion (molécula
fluorescente). La excitacidn de dicha sustancia reactiva se consigue con un haz de luz
monocromatica procedente de un diodo laser. El lector CCD se encuentra enfrentado
a la camara de reaccion, y el haz de luz laser incide en la camara de reaccién con un
cierto angulo para evitar que las reflexiones incidan sobre el lector CCD.

La luz monocromatica puede ser guiada por medio de una guia de onda donde
se encuentra el biosensor que es excitado gracias a los modos evanescentes que se

forman en la superficie exterior de la guia de onda.

15.- Controlador de la Lectura de Datos

El Controlador de la Lectura de Datos se encarga de controlar los dispositivos
utilizados para detectar las reacciones producidas en la camara de reaccion.

El médulo de control del lector de datos ser4 activado por el médulo de control
global, realizar las funciones preprogramadas y enviara una sefial eléctrica analdgica
o digital al médulo de control global cuando haya finalizado su funcién, al igual que
cuando se haya detectado alglin error en su ejecucion. ‘

El médulo de control del lector de datos, en la realizacion particular indicada en
el apartado 14 se encarga de activar el laser el tiempo prefijado asi como de leer la
informacion recibida de la camara y procesarla adecuadamente (filtrado, identificacion
de las zonas activadas, cuantificacién de las zonas activadas, etc.) y transmitiria

posteriormente al médulo de control global.
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Las caracteristicas y ventajas del aparato y método de la invencion podran
comprenderse mejor con la siguiente descripcion, hecha con referencia a los dibujos
adjuntos, en los que se muestra un ejemplo de realizacion no limitativo.

En los dibujos:

La figura 1 es una vista isométrica frontal del aparato de la invencion.

La figura 2 es una vista isométrica posterior del aparato de la invencion.

La figura 3 es una vista superior del aparato de la invencion en la que se ha
retirado la tapa superior.

La figura 4 es una seccién segun la linea de corte IV-1V de la figura 3.

Las figuras 5 y 6 son secciones verticales del modulo de procesamiento y del
médulo de reaccion, segun las lineas de corte V-V y VI-VI, respectivamente, de la
figura 3.

La figura 7 es una vista isométrica del médulo de reaccion.

Las figuras 8 a 14 muestran diferentes posiciones de los modulos de
procesamiento y de homogeneizacioén de muestras, a lo largo del proceso.

La figura 15 corresponde al diagrama de funcionamiento del aparato de la
invencion.

Las figuras 16 y 17 muestran en perspectivas anterior y posterior una variante
de ejecucion del aparato de la invencion.

El aparato mostrado en los dibujos consiste en un equipo robotizado que
permite la deteccion de bio-marcadores (moléculas organicas y macromoléculas de
origen biolégico) que existan en el suelo o subsuelo. El método de deteccion y
caracterizacién de tales bio-marcadores se basa en su interaccién con una bateria de
anticuerpos especificos inmovilizados en posiciones concretas de un soporte solido
(denominado "chip" o "microarray”).

Este aparato incluye todos los mecanismos, detectores y electronica
necesarios para la realizacion automatica del experimento. Los componentes
utilizados son primordialmente comerciales, diseflados y/o seleccionados para
funcionar en condiciones ambientales. ‘

Con el fin de facilitar la identificacién de los diferentes componentes y el
funcionamiento de los mismos, seguidamente se iran describiendo los diferentes
modulos que componen el aparato de la invencion.

En el ejemplo representado en las figuras 1 a 14, el aparato carece de modulo

de adquisicién de muestras, introduciéndose manualmente las muestras a analizar.



10

15

20

25

30

WO 2004/106922 PCT/ES2004/000244

-23-

Por este motivo el aparato carece también del correspondiente controlador del médulo
de adquisicion.

El aparato comprende un bastidor compuesto por una tapa superior 1, una
tapa inferior 2 y una serie de marcos intermedios 3. Este bastidor sirve como
armadura para el montaje de los diferentes modulos.

El médulo de distribucion de muestras incluye una tolva cilindrica 4 (ver Figura
4), fija a la tapa superior 1 del bastidor y provista de una boca conica, a través de la
cual, se introduce cada muestra de suelo, de una masa aproximada de 250 mg y una
granulometria <0,5 mm. El extremo inferior de la tolva esta provisto de un cono interior
4', cuya funcion es repartir la muestra sobre el fondo del recipiente, perteneciente al
modulo de procesamiento de muestras, como se expondra mas adelante. La tolva 4
podria sustituirse por otro adaptador fijo o mévil. Ademas el médulo de distribucién de
muestras podria ser alimentado manualmente por un operador o por inyectores de
muestras almacenadas en placas multipocillos.

El modulo de distribucion de muestras soporta, aloja y orienta a los
componentes de los médulos de procesamiento de muestras y de reaccion y esta
formado, principalmente, por un tambor giratorio de aluminio anodizado, compuesto
por dos bridas: la brida superior 5 (ver Figura 4) aloja a doce recipientes 6 del moédulo
de procesamiento de muestras; la brida inferior 7 tiene dispositivos para fijar los
elementos del médulo de reaccion. Ambas bridas estdn montadas sobre sendos
rodamientos 8 de contacto angular, ligeramente precargados por los tornillos de union
de las mismas. Los rodamientos, montados sobre el eje central 9 del bastidor,
permiten el giro del tambor alrededor de dicho eje.

El giro del tambor es efectuado por un motor paso-a-paso 10, atornillado a la
tapa inferior 2 del bastidor, a través de una transmision de engranajes compuesta por
un pifidn 11 fijo al eje del motor, y una rueda 12 atornillada a la brida inferior 7 del
tambor. El motor tiene una resolucion de 1,8 °/paso y es capaz de dar un par de 0,16
Nm. La relacion de transmision de los engranajes es de i=5:1, luego, la resolucion final
del tambor giratorio es de 0,36 °/paso, lo cual permite una resolucion de 0,45
mm/paso en el desplazamiento circunferencial de eje de los recipientes del modulo de
procesamiento de muestras.

La posicion inicial del tambor giratorio es determinada por un sensor optico 13,
fijo al marco 3 del bastidor, cuando el indicador 14, unido al tambor, interfiere con el
haz de luz del sensor.



10

i5

20

25

30

35

WO 2004/106922 PCT/ES2004/000244

-24-

El modulo del homogeneizador de muestras incluye un dispositivo
piezoeléctrico de ultrasonidos formado por un convertidor 15 (ver Figura 4) comercial y
una bocina 16 firmemente atornillada al extremo del convertidor.

El convertidor 15 tiene forma cilindrica (@32 mm, longitud = 89 mm) y es
excitado a una frecuencia de 40 kHz.

La bocina (@16 mm, longitud = 49 mm), fabricada en titanio (Ti 6Al 4V), esta
formada por tramos cilindricos unidos por transiciones suaves. El extremo libre de la
bocina termina en una brida circular (@12,2 mm) y plana, que esta en contacto con la
pared de cierre de la camara de homogeneizacion del médulo de procesamiento de
muestras.

Este conjunto esta alojado dentro del bastidor de desplazamiento longitudinal
17 de cierre de la camara principal del Modulo de Procesamiento de Muestras,
firmemente sujeto a él por medio de una abrazadera 17' que sujeta la carcasa
cilindrica del convertidor 15.

El convertidor transforma la energia eléctrica de alta frecuencia, suministrada
por el médulo de control del homogeneizador de muestras, en vibraciones
longitudinales que son amplificadas por el extremo libre de la bocina. A su vez, las
vibraciones de la bocina generan ondas de presion en la disolucion de la muestra
procesada, que producen cavitacion dentro de la disolucion, homogeneizando Ia
muestra. Seleccionando la amplitud de las vibraciones, se puede regular la intensidad
de la cavitacién y, de esta forma, el grado de homogeneizacion de la mezcla,
pudiendo cubrir un rango que va desde la homogeneizacion suave, para amplitudes
bajas, hasta la ruptura de células, para los niveles de amplitud altos.

El médulo de control del homogeneizador de muestras controla al convertidor
de tal forma que tiende a mantener la amplitud preseleccionada, aumentando o
disminuyendo la potencia suministrada, en funcion de la resistencia encontrada en el
extremo de la bocina. El dispositivo esta disefiado para suministrar una potencia
maxima de salida de 130 w.

El moédulo de procesamiento de muestras consta de dos subconjuntos
claramente diferenciados (ver Figuras 4 a 6):

El recipiente de homogeneizacion 6 y el bastidor movil 17 de cierre de la
camara de homogeneizacion.

El recipiente de homogeneizacion 6 contiene la muestra depositada en su
interior por el moédulo de distribucion de muestras, durante el proceso de

homogeneizacion.
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El aparato estd disefiado para alojar hasta doce recipientes de
homogeneizacién, permitiendo el andlisis de una Unica muestra por recipiente.

Los recipientes estan fabricados en plastico acrilico transparente para poder
visualizar el proceso de homogenizacion.

Cada recipiente esta provisto de una camara principal de homogeneizacion 18,
rodeada de cuatro camaras secundarias 19, 20, 21 y 22 conectadas con ella por
conductos 23 de diversos tamafios.

La camara de homogeneizacion 18, de forma cilindrica (& 19 mm, long. 22

mm), esta abierta en su parte superior para recibir las muestras en estado sdlido o

. liquido facilitadas a través de la tolva 4. Durante el procesamiento de la muestra, esta

abertura es herméticamente cerrada por el piston 24 del bastidor moévil 17. El fondo de
la camara esta provisto de un agujero 25 de @ 10 mm, a través del cual, se inyecta la
muestra homogeneizada en el mddulo de reaccion. La pared cilindrica de la camara
esta provista de un agujero de venteo de & 0,5 mm, no mostrado, situado a una altura
de 9,3 mm sobre el fondo de la camara, el cual determina el momento del cierre
hermético de la camara, cuando la junta de estanqueidad 26 portada por el piston del
bastidor sella dicho agujero.

Las camaras secundarias 19 a 22 estan herméticamente selladas con tapones
de silicona 27, tanto en su parte superior como inferior, y comunicadas por un
conducto 23 con la camara principal. El recipiente dispone de las siguientes camaras
secundarias:

Camara 22 del marcador fluorescente. Es una cémara cilindrica (tamafio =
@4x7 mm), unida a la camara principal a través de un conducto 23 de @1 mm. En su
interior aloja 1 mg de un compuesto marcador fluorescente, en estado sélido, adherido
al fondo de la camara. Esta camara es empleada para inyectar la solucion salina, a
través de la canula 28 del modulo de gestion de reactivos y soluciones, necesaria para
la preparacion de 1 ml de disolucién de muestra. Durante la inyeccion de la solucion
salina, el marcador fluorescente es disuelto e introducido en la camara de
homogeneizacion 18, formando parte de la disolucion de la muestra.

Camara 21 del bloqueante. Es una camara cilindrica (tamafio = @4x4 mm),
unida a la camara principal a través de un conducto 23 de @1 mm. Esta camara es
empleada para inyectar la disolucion de blogueante BSA, a través de la canula 29 del
modulo de gestién de reactivos y soluciones, necesaria para bloquear el exceso de

marcador fluorescente que no haya reaccionado con las moléculas de la muestra.
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Bajo el tapoén inferior 27 de esta camara, se encuentra un agujero conico, en el cual se
aloja el acoplamiento Luer 28’ del conducto de lavado del modulo de reaccion.

Camara 20 del sensor de presion. Es una camara cilindrica (tamafio = &4x5
mm), unida a la camara principal a través de un conducto 23 amplio, de @4 mm, con
objeto de facilitar la entrada de disolucion en su interior. Durante el proceso de
homogeneizacion, esta cdmara aloja a la canula 29', portada por el bastidor movil 17,
la cual estd conectada con el sensor de presion 30, encargado de monitorizar la
presion diferencial del proceso.

Camara 19 del sensor de temperatura. Es una camara idéntica a la del sensor
de presion. Durante el proceso de homogeneizacion, esta camara aloja a la canula 31,
portada por el bastidor movil 17, que, a su vez, aloja la sonda del sensor de
temperatura 32, encargado” de monitorizar la temperatura de la disolucion de la
muestra, durante dicho proceso.

Las superficies del fondo de las camaras 19 y 20 de los sensores y el de la
camara 18 de homogeneizacién estan tratados con un tenso-activo, para facilitar la
penetracion de la disolucién en dichas camaras secundarias.

Cada recipiente de homogeneizacion incluye, también, un filtro 33, de @12 mm
y provisto de un poro de 20 pm, utilizado para evitar que sblidos de un tamafo
superior al deseado accedan al médulo de reaccion. El filtro esta situado sobre el
portafiltros 34, el cual se aloja dentro del tapon roscado 35. Este conjunto esta
roscado en la base del recipiente, bajo el agujero de salida de la camara de
homogeneizacion. Una junta elastica 36 provee la necesaria estanqueidad del
conjunto.

El tapon roscado 35 esta provisto de un cono Luer macho al cual se conecta la
valvula antirretorno 37. Esta valvula conecta el recipiente 18 de homogeneizacion con
el médulo de reaccion. Normalmente, la valvula esté cerrada, debido a la sobrepresion
de 1,3 bar existente en el médulo de reaccion, aislando ambos médulos. En lugar de
la valvula antirretorno 37 podria disponerse una valvula normalmente cerrada y

accionada eléctricamente, o bien mecanicamente por el movimiento del bastidor del

" modulo de homogeneizacion.

E| bastidor movil 17 de cierre de la camara de homogeneizacion, figura 4,
realiza el cierre hermético de la parte superior de la camara 18 de homogeneizacion,

durante el procesamiento de la muestra.
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El bastidor mévil es unico para todos los recipientes del médulo los cuales, son
alineados con el bastidor mediante el tambor giratorio del Médulo de Distribucion de
Muestras.

El subconjunto consta del bastidor 17, fabricado en aluminio, el cual, acomoda
los diferentes elementos del subconjunto. Esta provisto de una brida superior 38 para
la fijacion del convertidor 15 del médulo homogenizador de muestras. A su vez, una
brida inferior 39 aloja al pistén 24, a las canulas 28 y 29 del modulo de gestion de
reactivos y soluciones, y a las canulas 29 y 31 de los sensores de presion y
temperatura, respectivamente.

El bastidor desliza a lo largo del eje 9, por medio de dos casquillos 39, y esta
guiado axialmente a lo largo del nervio central del marco 40.

El movimiento axial del bastidor es efectuado por un motor paso-a-paso 41,
atornillado a la tapa superior 1 del demostrador, a través de ia transmision del torniilo
42 fijo al eje del motor y la tuerca 43 alojada en el cuerpo del bastidor mévil 17. El
motor tiene una resolucién de 1,8 °/paso y es capaz de dar un par de 0,16 Nm. El
tornillo esta provisto de una rosca M6x1, luego, la resolucion final del desplazamiento
del bastidor es de 5 pm/paso, permitiendo un control muy preciso de dicho
desplazamiento que, a su vez, se traduce en un posicionamiento preciso para la
inyeccion de reactivos, mediciones de parametros de la muestra y ejecucion de la
homogeneizacion por ultrasonidos.

La posicidn final del bastidor movil es determinada por un sensor optico 44, fijo
al marco 40 del bastidor, cuando el indicador 45, unido la brida inferior'del bastidor,
interfiere con el haz de luz del sensor.

El piston 24, figura 5, fabricado en acero inoxidable, es una pieza de
revolucion, hueca, provista de una brida superior con la que se fija al bastidor movil. El
extremo inferior acaba en cono y lleva montado el casquillo roscado 46, el cual esta
provisto de una junta de estanqueidad 26. Ambas piezas estan roscadas entre si,
sujetando firmemente a la membrana 47, por medio de la presion ejercida por el cono
interior del casquillo 46. La membrana 47 es de PTFE y tiene un espesor de 0,1 mm.
El interior del piston aloja a la bocina 16 del médulo homogenizador de muestras, la
cual descansa sobre la membrana 47. Este ensamblaje cierra herméticamente la
abertura superior de la camara de homogeneizacion, gracias a la estanqueidad
producida por la junta 26 y la membrana 47. El avance del pistén 24 dentro de la
camara de homogeneizacion, una vez producido el cierre hermético de la misma,

genera una sobre-presion en la disolucion a tratar, garantizando el contacto necesario
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entre la bocina 16 del sistema piezoeléctrico y la membrana 47 del pistdn, para la
generacion de cavitacion en la disolucion.

El sensor de presion 30 monitoriza la sobre-presién de la céamara de
homogeneizacion. Esta basado en un puente de Wheatstone y sus principales
caracteristicas son:

o Rango de medida: 0+207 kPa

o - Tensién de excitacion: 10 V

. Fondo de escala de la sefial de salida: 100 mV

. Sensibilidad de la sefial de salida: 0,483 mV/kPa

El parametro de sobre-presion en la camara se utiliza para controlar y definir la
posiciéon de homogeneizacién del conjunto pistén-homogeneizador: El CPR inhibe el
motor 41 del bastidor mévil cuando la sobre-presion en la camara alcanza el valor de
0,8 bar. También se utiliza para controlar y definir el tiempo de homogeneizacion: El
maédulo de control del homogeneizador de muestras inhibe el convertidor 15 del
sistema piezoeléctrico cuando la sobre-presion en la camara supera el valor de 1,0
bar.

El sensor de temperatura 32 monitoriza la temperatura de la disolucion de la
muestra durante el proceso de homogeneizacion. Esta basado en una sonda provista
de un termopar tipo K, alojado en una vaina de acero inoxidable de @0,5 mm y 250
mm de longitud. La sonda se fija en la tapa superior 1 del aparato mediante un
esparrago roscado mientras que su extremo libre esta introducido en la canula 31, la
cual, facilita la insercién de la sonda a través de los tapones de silicona 27.

El parametro de temperatura de la disolucion de la muestra se utiliza para
controlar y definir el tiempo de homogeneizacién: EI modulo de control del
homogeneizador de muestras inhibe el convertidor 15 del sistema piezoeléctrico
cuando la temperatura de la disolucion supera un valor critico predeterminado.

El médulo de reaccion (ver Figuras 5 a 7) consta de un soporte 50, de forma
paralelepipeda (tamafio: 76x26x6,5 mm), donde se encuentra una oquedad abierta 51,
llamada camara de reaccion, que tiene forma de hexagono. irregular simétrico
(dimensiones globales: 14x8 mm), con una profundidad de 0,3 mm. Esta camara esta
provista de las siguientes vias de acceso:

. Via de entrada 52 de la disolucién o suspensiéon homogeneizada. Se
encuentra en la esquina superior de la camara y esta formada por un conducto de @1
mm, finalizado en un cono Luer hembra para la conexion estanca con la valvula

antirretorno 37 del médulo de procesamiento de muestras 75.
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. Via de entrada 53 de la disolucion de lavado. Se encuentra en la
esquina superior de la camara y esta formada por un conducto de 2,5 mm, para la
conexion estanca del conducto de lavado 28'.

. Via de salida 54 de las disoluciones. Se encuentra en la esquiha inferior
de la camara y est4 formada por un conducto de @2 mm, finalizado en un cono Luer
hembra para la conexién estanca con el depésito de desechos 57.

. Los orificios de entrada 52 y 53 y el orificio de salida 54 pueden estar
conectados por un conducto dotado de un sistema de bombeo, no representados, que

permitira la recirculacion de la muestra sobre el biosensor. Ademas la camara 51

- puede incluir un sistema de agitacion o movimiento de la muestra liquida, para mejorar

el funcionamiento de biosensor.

La camara 51 de reaccion tiene un fino recubrimiento de agente hidrofébico
SIGMACOTE, con objeto de mejorar la circulacion de los distintos fiuidos, evitando la
adhesion de particulas sélidas y moléculas a sus superficies.

La camara de reaccién 51 y sus vias de acceso estan cerradas por medio de
un portaobjetos 55 de vidrio (tamafio: 75x25x1mm), en cuya cara interior, coincidiendo
con la camara, esta depositado el biosensor o sistema sensor 56 capaz de detectar
sustancias presentes en la disolucion homogeneizada, desde moléculas a
microorganismos completos. Este sistema sensor esta constituido por diferentes
sustancias detectoras en formato de micro-matriz

El portaobjetos 55 se fija al soporte 50 mediante dos presillas 50'. La
estanqueidad de la union esta garantizada por un perimetro rectangular de silicona
CV-1152 que se inyecta a través de dos agujeros situados en la cara opuesta del
soporte 50. La silicona, una vez curada, forma una junta de sellado, de seccion 1x1
mm, que rodea a la cdmara de reaccién y a sus vias de acceso.

El conducto de lavado 28, estd formado por una tuberia de plastico, de
diametro interior de 1,6 mm y una longitud aproximada de 90 mm. En su extremo
superior estd provisto de un acoplamiento metdlico, terminado en un cono Luer
macho, que se conecta herméticamente en el alojamiento del recipiente de
homogeneizacién 18, bajo la camara de bloqueante. En extremo inferior dispone de
un acoplamiento acodado de pléstico para la conexién estanca con la via de lavado de
la camara de reaccion.

El deposito de desechos 57 esta formado por una jeringa de plastico, de 5 ml

de capacidad, provista de un cono Luer macho, excéntrico, conectado a la via de
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salida de la camara de reaccion. La jeringa carece de émbolo y en su lugar, un tapon
de silicona 58 cierra herméticamente su abertura superior.

El deposito de desecho 57 puede ser comun para todos los modulos de
reaccion y estar conectado a la salida de los mismos por medio de una canula
montada sobre el bastidor deslizante.

El conjunto esta fabricado con materiales transparentes (vidrio, acrilicos, etc.)
para poder visualizar los circuitos de fluidos. ‘

Una vez ensamblado y conectado al recipiente de homogeneizécién 6 del
modulo de procesamiento de muestras, la camara 18, junto con sus vias de acceso,
conductos y depdsito forman un circuito estanco al que, previamente, se le ha llenado
de disolucion salina, a una sobre-presién de 1,3 bar. En el depésito de desechos 57, el
nivel de disolucion es de 1 mi, estando el resto del deposito lleno de aire presurizado a
la mencionada sobre-presion.

El aparato estd disefiado para alojar hasta doce modulos de reaccion,
permitiendo el analisis de una tnica muestra por modulo.

El médulo de gestion de reactivos y soluciones consta de todos los elementos
necesarios para almacenar y dispensar con precision, en el momento requerido, las
diferentes soluciones y reactivos que intervienen en las diferentes etapas de
procesamiento de las muestras.

El elemento principal del modulo de gestion de reactivos y soluciones (ver
Figuras 1y 2) lo compone una jeringa 60 motorizada que realiza las funciones de
almacenamiento y dispensador de fluidos. EI mddulo consta de dos conjuntos
idénticos de jeringas motorizadas: uno dedicado a la solucion salina empleada para
disolver la muestra sélida y otro dedicado a la solucién de bloqueante BSA que, a su
vez, realiza las funciones de solucion de lavado de la camara de reaccion. En el caso
de que los fiuidos estuvieran en el médulo de gestion de reactivos, el aparato podria
incluir un dispositivo que los inyectara en la camara de reaccion.

Cada conjunto incorpora los siguientes elementos:

1. Una jeringa motorizada 60 (tamafio: 203x56x94 mm), comercial, fija a
un marco 3 de la estructura del aparato a través de una placa base. Sus principales
componentes son:

. Jeringa 60 de 10 ml de capacidad, provista de cono Luer macho, con
cierre de bloqueo. El extremo del cono esta sujeto al soporte 61 que, a su vez, esta
atornillado a la placa base 62 del conjunto. El vastago del émbolo esta atornillado a la

varilla 63 del actuador lineal.
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. Un actuador lineal provisto de motor paso-a-paso 64 que acciona el
vastago del émbolo de la jeringa. E! actuador esta disefiado para ejercer una fuerza
maxima de 89 N. La resolucion que se obtiene cuando se inyecta sin sobre-presion es
de 10 pl/paso.

o Un sensor 6ptico, no mostrado, alojado en la placa base, que determina

la posicién del émbolo de la jeringa, permitiendo el control del conjunto en lazo abierto.

2. Una vélvula antirretorno 65 que mantiene la barrera de presion en los
circuitos de fluidos cuando la jeringa no esta accionada.

3. Una canula roscada (tamafio: @1x20 mm), no mostrada, que, como

- elemento final del conjunto, penetra a través de los tapones de silicona de las

camaras laterales del recipiente de homogeneizacion 18. La canula esta fija al
bastidor mévil 17 del modulo de procesamiento de muestras y, por lo tanto, su
movimiento de penetracién esta sincronizado con el movimiento de avance de dicho
bastidor.

4. Todos los conductos y accesorios (tamafio: 1/16”) necesarios para
conectar los diferentes componentes que forman el circuito de fluidos.

Un modulo de lectura de datos incluye los componentes que permiten detectar
las reacciones producidas en la cdmara de reaccion.

Principalmente, esta compuesto por un diodo laser 66 (ver Figuras 1y4)yuna
camara CCD 67, ambos comerciales y montados sobre una ménsula 68 atornillada al
marco 40 de la estructura del aparato.

El diodo laser 66 emite un haz de luz monocromatica de 635 nm de longitud de
onda y ancho suficiente para irradiar toda la camara de reaccion 51, excitando las
moléculas fluorescentes. Esta montado sobre la ménsula 68, de tal forma que, el haz -
de luz incide a 45° sobre el plano de la camara de reaccion, evitando que se
produzcan reflexiones en la direccion del eje de la camara CCD. El diodo laser 66,
alojado en una carcasa cilindrica (tamafio: ©38x158 mm), tiene una potencia maxima
de 250 mW vy dispone de un sistema de refrigeracion que permite regular la
temperatura de! diodo.

La camara CCD 67 detecta la radiacién electromagnética emitida por las
moléculas fluorescentes, cuando son excitadas por el haz de luz laser. Dicha
radiacién, de banda espectral centrada en 670 nm, correspondiente a la maxima
emitancia del colorante fluorescente Cy5, usado como marcador. Con objeto de evitar
la entrada de radiaciones de otras longitudes de onda en el CCD, la camara esta
provista de un filtro 69 de emision 695AF55, de 25 mm de diametro. Complementan el
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dispositivo un objetivo 70 y un separador 71 que permiten enfocar y ampliar la imagen
en el CCD. Los tres componentes, filtro, objetjvo y separador, son comerciales.
La camara es digital, en blanco y negro, de alta resolucion y alta sensibilidad.

Tiene las siguientes caracteristicas:

o Tamario: 146x76x64 mm

. Sensor: CCD con 1280x1024 pixels
. Tamario pixel cuadrado: 6,7x6,7

. Tamario del sensor: 2/3"

. Rango dinamico: 12 bits

. Sensibilidad: 4350 e/lux/um2/s

o Refrigerada

Como puede comprenderse, dependiendo de las necesidades, la capacidad
del aparato podra adaptarse, incluyendo en caso necesario dos o mas modulos
homogeneizadores de muestras y de procesamiento de muestras, asi como dos o
mas modulos de distribucion de muestras.

Como se ha indicado, el aparato incluye un moédulo de comunicaciones
(mddulo de comunicaciones) que es el interfaz del equipo con el usuario, pudiendo ser
aquel local o remotamente manipulado a traves de los adecuados protocolos de
comunicaciones.

El modulo de comunicaciones corresponde a un software desarrollado en
LabView®, de National Instruments®, que se ejecuta en el sistema de control del
dispositivo y que implementa la maquina de protocolos necesaria para el
establecimiento de los enlaces de comunicaciones, independientemente de la
conexion a través de la cual se controle. Esta conexion puede ser alguna de las
siguientes:

- Consola, en caso de usuario local.

- Enlace via serie RS232, RS422 o R5485.

- Enlace paralelo.

- Enlace mediante USB (Universal Serial Bus).

- Enlace TCP, UDP, IP o cualquier otro protocolo para la transmision de
datos entre ordenadores.

- Enlaces via radio, IRDA, ...

- Buses de campo: PROFIBUS, CAN, FieldBus, interBUS-S, ...

- Enlaces telefénicos: GSM, ...
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En el caso del establecimiento del enlace de datos, el moédulo de
comunicaciones realiza las tareas de codificacién de datos, encapsulamiento, control
de acceso al medio, envio/recepcion de datos/comandos e implementacion de
opciones de seguridad mediante la validacion de la integridad de los comandos.

Para el control del conjunto existe un controlador global y un controlador por
maodulo.

El controlador global (mddulo de control global) supone el sistema supervisor
global del proceso y de cada uno de los modulos constituyentes de la invencion.
Ademaés puede permitir tanto la operacién cercana como remota del aparato.

Considerando el sistema de control como una arquitectura PC con tarjetas de
entrada/salida que ejecuta un software desarrollado en Lab View®, de National
instruments®, el moédulo de control global corresponde al proceso principal que
interacttia con el resto de controladores para llevar a cabo el proceso y analisis global.
Realiza las siguientes funciones:

- Recepcion de los mensajes procedentes del Médulo de
Comunicaciones. Validacion de los parametros y 6rdenes recibidas. Interpretacion de
tales 6rdenes (tareas) enviadas por el usuario.

- Sistema de ejecucion de tareas: secuenciacion global de subprocesos,
envio de ordenes a los controladores locales correspondientes.

- Realizacion de tareas automaticas preprogramadas.

- Supervisién del funcionamiento de cada modulo: realizacién de
subtareas y verificaciones de seguridad (monitorizacion de los parametros del proceso
y comprobacién de su inclusién en los correspondientes rangos adecuados de
funcionamiento). Control de parada dé emergencia si la seguridad asi lo requiere.

- Recuperacion ante fallos de subsistemas.

- Envio al operador de los valores de los parametros de trabajo para su
monitorizacion general del proceso a través del Médulo de Comunicaciones.

- Recepcion, preprocesamiento y envio al operador de los datos recibidos
por el Médulo de Lectura de Datos.

El Controlador del Médulo Distribucion de Muestras es un proceso que se
ejecuta en el sistema de control ademas de unas tarjetas para el control de motores
paso a paso, asi como otras de entradas y salidas digitales para la lectura de los

sensores.
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Es el encargado de la ejecucion de la subtarea que implica la distribucion de
las muestras recogidas por el Médulo de Adquisicién de Muestras entre los distintos
Maédulos de Procesamiento de Muestras.

El Modulo de control de la distribucién de muestras debera ser capaz de
realizar las diferentes tareas:

- Conocer en todo momento la posicion de cada Moédulo de
Procesamiento de Muestras. '

- Posiciona adecuadamente el médulo de procesamiento de muestras.

- Realizar una supervision local sobre el Médulo de Distribucion de
Muestras.

- Recibir 6rdenes procedentes del Controlador Global.

- Enviar datos correspondientes al estado actual al Controlador Global.

El médulo de control de la distribucion de muestras dispone de la informacién
procedente de finales de carrera y encoders lineales o angulares de posicion, asi como
control sobre los actuadores constituyentes del Modulo de Distribucion de Muestras.
Ante las adecuadas 6rdenes procedentes del Controlador Global, el médulo de control
de la distribucion de muestras .operara sobre los actuadores para situar el adecuado
Maédulo de Procesamiento de Muestras bajo el Modulo de Adquisicion de Muestras.

Considerando un Médulo de Distribucion de Muestras compuesto por el tambor
giratorio antes descrito, al que se une un motor paso a paso para el movimiento y un
sensor optico de final de carrera, la tarea del modulo de control de la distribucion de
muestras consiste en atender las ordenes del Controlador Global haciendo girar tal
tambor hasta la posicion deseada.

Una primera fase del funcionamiento global implica una calibracion del médulo
de distribucién de muestras por la cual el CMD lleva el tambor hasta la posicion en la
que se activa el sensor optico de final de carrera, lo que implica una posicion
conocida. De esta forma, el CMD conoceré en lo sucesivo la posicion absoluta del
tambor.

Mediante la correspondiente orden del médulo de control global, el CMD puede
llevar el Médulo de Procesamiento de Muestras a cualquier posicién deseada a traves
del adecuado numero de pasos de los motores, informacion que es manejada por este
controlador.

El Médulo de control del gestor de reactivos y soluciones controla aquellos
dispositivos destinados a la provision de las disoluciones necesarias para la

realizacion de todo el proceso bio-quimico.
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Al igual que los controladores anteriores, el médulo de control del gestor de
reactivos y soluciones consiste en un subproceso en ejecucion en el ordenador de
control junto a las tarjetas para el control de los motores paso a paso, y de entradas
digitales para la lectura de los sensores.

El modulo de control del gestor de reactivos y soluciones permite:

- Supervisar el estado y la operacion de cada uno de los dispositivos
constituyentes del Modulo  Gestor de Reactivos Yy Soluciones: capacidad,
disponibilidad, errores/fallos que se produzcan en los dispositivos, ...

- Accionar tales elementos dispensadores para la inyeccion de
cantidades precisas y concretas de las soluciones, en las camaras de reaccion.

- Recibir érdenes del Controlador Global y enviar datos de estado a éste.

En la configuracion del modulo de gestion de reactivos y soluciones antes
descrita, el accionamiento de los motores paso a paso qué controlan la jeringa permite
la inyeccion de una cantidad precisa de soluciones en el sistema.

El CPR esta encargado de controlar los componentes electromecanicos que
posicionan el bastidor mévil en el recipiente de homogeneizacion, asi como el sensor
que determina la posicién del bastidor movil.

El CPR esta encargado, también, de la monitorizacién y supervision de los
parametros (presion y temperatura) que intervienen en el proceso.

En todo momento, debe analizar la informacién procedente de los diferentes
sensores que monitorizan el proceso con el fin de determinar si éste se realiza dentro
de los rangos admisibles.

El resultado de este analisis es enviado al Controlador Global, que toma las
decisiones oportunas dentro del proceso global.

En relacion con la monitorizacién del proceso de homogeneizacion de la -
muestra, el CPR consta de dos sensores, uno de presion y otro de temperatura, asi
como los elementos hardware para el acondicionamiento de estas sefiales, a través
de los cuales se pueden medir los parametros fisicos en los que se desarrolla la
reaccion. El analisis de estos parametros puede determinar el tiempo durante el cual
se realiza cierto subproceso, si se plantea como criterio para finalizarlo el llegar a
determinada temperatura.

El médulo de control del lector de datos es el medio a través del cual es posible
interactuar con el Médulo de Lectura de Datos. Debe permitir:

- Accionar los mecanismos para el andlisis de los resultados obtenidos

tras la reaccion llevada a cabo en el Médulo de Reaccion, proporcionados por el
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Modulo de Lectura de Datos. Este accionamiento se llevara a cabo tras la
correspondiente orden procedente del Controlador Global.

- Adquisicion de los resultados de la reaccion y que son proporcionados
por el Modulo de Lectura de Datos.

- Supervisar el estado del Mddulo de Lectura de Datos.

- Realizar un procesamiento de la informacion obtenida de la reaccion.

- A través de determinadas érdenes enviadas por el Controlador Global,
enviar toda la informacién anterior a éste.

La figura 15 corresponde al esquema de funcionamiento del aparato descrito:

Las muestras a analizar 72 son tomadas por el modulo de adquisicion 72, que
las incluye al médulo de distribucion 74, de donde pasa al modulo de procesamiento
75, donde son homogeneizadas por el moédulo de homogeneizacion 76. Finalmente las
muestras pasan al médulo de reaccion 86, con el que esta en comunicacion el médulo
gestor de reactivos 77, produciéndose finalmente una toma de datos por el médulo de
lectura de datos 78.

Cada uno de estos modulos esta supervisado por el controlador
correspondiente 79 a 83, y el conjunto por el controlador global 84, que es gestionado
a través del médulo de comunicaciones 85.

La descripcion funcional del aparato de la invencién se detallada en los
siguientes apartados, teniendo en cuenta dos aspectos: el proceso de deteccion de
sustancias Y la secuencia operacional, robotizada, de dicho aparato.

1. Iniciacion del sistema (ver Figura 8ay 8b a 11ay 11b y Figura 15.)

Pasos operacionales:

a. Activacion del médulo de control global 84

b. Activacion del moédulo de control del procesamiento y reaccion 81
Activacion del motor 41 y verificacién de la correcta posicion inicial del bastidor movil
17 (posicién superior contra el tope mecanico). Inicializacion de la cuenta de pasos del
motor 41. Desenergizacion del motor 41 y desactivacion del controlador moédulo de
control del homogeneizador de muestras 82.

c.  Activacién del controlador médulo de control de la distribucion de
muestras 80. activacién del motor 10 y verificacion de la correcta posicion inicial del
tambor giratorio 5 (contra el tope mecanico). Inicializacion de la cuenta de pasos del
motor 10.

2. Introduccion de la muestra en la camara 18 de homogeneizacion

Pasos operacionales:
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a) Rotacion del tambor giratorio 5 hasta que el recipiente de

homogeneizacion 6 que se va a utilizar esté alineado verticalmente con la tolva 4.

b) Introduccién manual de 250 mg de muestra solida, de granulometria

inferior a 0,5mm, en la camara de homogeneizacion, a través de la tolva 4
3. Preparacion de la disolucion de la muestra
Pasos operacionales:

a. Rotacién del tambor giratorio 5 (+180°) hasta que el eje del recipiente
de homogeneizacion 6 que contiene la muestra este alineado verticalmente con el eje
del piston 24 del moédulo de procesamiento de muestras 75. El motor 10 continta
energizado para mantener la posicion del tambor giratorio 5.

b. Activacion del controlador Médulo de control del procesamiento y
reaccion 81. Activacion del motor 41.

c. Descenso del bastidor mévil 17 hasta la posicién de captura (ver figura
9a-9b). El movimiento se efecttia desde el paso 0 al paso 1960 (valores absolutos del
contador de pasos del motor 41), a una velocidad de 100 pasos/s.

En esta posicion, el piston 24 y las céanulas 29, 31, 28 y 29’ estan
parcialmente introducidas en el recipiente de homogeneizacion 18, pero sin producirse
contacto entre los diferentes elementos. El giro accidental del tambor no es posible ya
que interferiria el recipiente con el piston.

d. Desenergizacion del motor 10.

En este momento el tambor giratorio 5 queda desbloqueado pero su giro es
evitado por el pistén 24.

e. Descenso del bastidor movil 17 hasta la posicion de inyeccion de la
solucién salina (ver figura 10a-10b). El movimiento se efectia desde el paso 1960 al
paso 4480 (valores absolutos del contador de pasos del motor 41), a una velocidad de
50 pasos/s. Desenergizacion el motor 41 del bastidor movil al final del recorrido.

En esta posicion, la canula 28 de la disolucion salina ha atravesado el tapon
superior 27a de la cdmara del marcador fluorescente y esta lista para dispensar la
solucién. En esta camara esta depositado 1mg de marcador fluorescente Cy5, en
estado solido y adherido al fondo y paredes de la camara.

A su vez, la junta de estanqueidad 26 se encuentra por encima del agujero de
venteo de la camara de homogeneizacion, luego, no se ha producido el cierre
hermético de la camara.

f. Activacion del controlador madulo de control del gestor de reactivos y

soluciones 82. Activacién del motor 64 de la jeringa de solucién salina hasta inyectar
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1362 pl (139 pasos del motor @ 5 pasos/s). Desenergizacion del motor 64 al finalizar
la inyeccion.

La solucion salina (0,1M NaCOs/NaHCO;) disuelve el marcador fiuorescente
Cy5 al atravesar la camara, arrastrandolo hasta la cdmara de homogeneizacién 18
donde se encuentra la muestra. Durante el proceso de inyeccion, la solucién salina
penetra en las camaras de los sensores y otros conductos de acceso a la camara de
homogeneizacion. Al final, en esta camara se obtiene unos 1200 ul de disolucion de
muestra y marcador, el cual, es capaz de unirse a las moléculas portadoras de un
grupo amino (NH2).

g. Activacién del motor 41 del bastidor movil y descenso del mismo hasta
la posicién de homogeneizacion. Desenergizacion del motor 41.

Durante este movimiento de descenso del piston 24, se efectia el cierre
hermético de la camara 18 de homogeneizacion cuando el contador de pasos
absolutos del motor 38 marca el paso 4740, aproximadamente (ver Figuras 11a-11b).
A partir de ese instante, la camara 18 de homogeneizacion comienza a presurizarse,
aumentando la sobre-presion a medida que el piston 24 desciende. En esta posicion,
las canulas 29'y 31 de los sensores de presion 30 y temperatura 32, respectivamente,
han atravesado los tapones superiores de sus respectivas camaras y, por lo tanto,
comienzan a monitorizar las condiciones de la camara de homogeneizacion. El
descenso se detiene cuando la sobre-presién indicada por el sensor 30 alcanza el
valor de 0,8 bar. En ese momento, se alcanza la posicién de homogeneizacion (ver
Figuras 12a-12b).

En esta posicion, la membrana 41 de PTFE esta en contacto con la disolucion
de la muestra, lista para ser excitada por la bocina 16 del homogeneizador. El aire
presurizado existente en la camara se encuentra ocluido en las cavidades formadas
por el casquillo 46 del piston 24, cercanas a la junta de estanqueidad 26.

El movimiento de descenso se efectla en dos etapas continuas pero
diferenciadas: la primera,.hasta el cierre hermético de la camara, se efectlia entre los
pasos absolutos 4480 y 4740 del motor 41, a una velocidad de 10 pasos/s, v, la
segunda, hasta la posicién de homogeneizacion, se efectiia lentamente entre los
pasos absolutos 4740 y 5080 (el paso final es aproximado, ya que el control se realiza
con el sensor de presion) del motor 41, a una velocidad de 5 pasos/s.

4. Homogeneizacion de la disolucion de la muestra

Pasos operacionales:
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a. Activacion del controlador modulo de control del homogeneizador de
muestras 82. Activacion del sistema piezoeléctrico del modulo homogenizador de
muestras para homogeneizar la muestra.

Durante el proceso de homogeneizacion de la muestra, el convertidor 49
transforma la energia eléctrica de alta frecuencia (40 kHz), suministrada por el médulo
de control del homogeneizador de muestras 82, en vibraciones longitudinales que son
amplificadas por el extremo libre de la bocina 16. A su vez, las vibraciones de la
bocina generan ondas de presion en la disolucion de la muestra procesada, que
producen cavitacion dentro de la disolucién, homogeneizando la muestra.
Seleccionando la amplitud de las vibraciones, se puede regular la intensidad de la
cavitacion y, de esta forma, el grado de homogeneizacion de la mezcla, pudiendo
cubrir un rango que va desde la homogeneizacion suave, para amplitudes bajas, hasta
la ruptura de células, para los niveles de amplitud altos.

Durante el proceso de homogeneizacion, la temperatura de la muestra se
incrementa como consecuencia de la energia aportada a la misma por el
homogeneizador. El aumento de temperatura genera un aumento de la sobre-presion
en la camara. Si el proceso se alarga en el tiempo, la sobre-presion en la camara 18
de homogeneizacion iguala a la sobre-presion de la cémara de reaccion,
produciéndose un flujo espontaneo e incontrolado de disolucion de muestra a dicha
camara. Por otra parte, el aumento de temperatura de la disolucién puede causar
dafios irreversibles a las células. Estos riesgos potenciales se evitan controlando el
proceso de homogeneizacion mediante dos parametros:

. La temperatura de la disolucion, monitorizada por el sensor de
temperatura 32, cuyo limite superior no debe superar temperatura critica prefijada

o La sobre-presion en la camara de homogeneizacion, monitorizada por
el sensor de presién 30, cuyo rango util para la homogeneizacion debe ser de 0,8+1,0
bar.

Ambos parametros estan en estrecha relacion con otros parametros tales
como:

. La intensidad de la excitacion del homogeneizador cuyo valor,
predefinido segtn el grado de homogeneizacion que se desee, esta relacionado con la
amplitud de la vibracién ultrasonica. Esta amplitud se preselecciona en el controlador
moédulo de control del homogeneizador de muestras 82. El rango util puede

considerarse entre el 10% y 100% de la amplitud.
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. El tiempo de excitacion del homogenizador, el cual esta en relacion con
la intensidad de excitacién seleccionada: a mayor intensidad la temperatura y presion
de la disolucién aumentan mas rapidamente y, por lo tanto, el intervalo de excitacion
debe reducirse para no superar los limites superiores de presion y temperatura.

o La naturaleza de la muestra, la temperatura ambiental, etc.

Un modo de homogeneizacién capaz de producir la rotura y lisis de las
posibles células presentes en la disolucion de la muestra consiste en activar el médulo
homogenizador de muestras 76, de forma intermitente, a una amplitud de excitacion
del 80%, en intervalos de excitacion, no superiores a 20s, limitados por los limites de
presion y temperatura mencionados. El tiempo de espera entre intervalos lo define la
caida de la presion, originada por el enfriamiento de la muestra, reanudandose la

excitacion cuando la sobre-presion alcanza el valor de 0,8 bar.

b. Espera de 30 minutos para facilitar la reaccion del marcador Cy5 con
las moléculas de la muestra.

5. Blogqueo del marcador fluorescente

Pasos operacionales:

a. Activacion del motor 41 del bastidor mévil y elevacion del mismo hasta
la posicion de inyeccion del bloqueante (ver Figuras 13a-13b). Desenergizacion del
motor 41.

Este movimiento de elevacion se efecttia, de forma continua, entre los pasos
absolutos 5080 (aproximado) y 4500 del motor 41, a una velocidad de 20 pasos/s. La
sobre-presion en la camara de homogeneizacion disminuye a medida que el piston 24
es elevado, reduciéndose a 0 bar cuando la junta de estanqueidad 26 supera el
agujero de venteo de la camara (paso absoluto 4560 del motor 38). Al final de este
paso, la canula 29 se encuenira dentro de la camara 21 del blogueante, lista para
dispensar la solucion de BSA.

b.  Activacion del controlador médulo de control del gestor de reactivos y

soluciones 77. Activacion del motor 64 de la jeringa 10 de solucién de blogueante BSA

hasta inyectar 343 pl (35 pasos del motor @ 5 pasos/s). Desenergizacion del motor 64

al finalizar la inyeccion.

La jeringa del bloqueante contiene una disolucién salina con una
concentracion del 10% de bloqueante BSA. Por lo tanto, se afiaden 34 mg de
blogqueante BSA disueltos en los 343 pl de solucion salina inyectada a través de la

canula 25. Ei blogueante se une al exceso de marcador fluorescente que no haya

" reaccionado con las moléculas de la muestra. Esto permite disminuir el fondo en la
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imagen que se obtenga finalmente, debido a que se evita la union inespecifica de
marcador libre a los anticuerpos.

c.  Activacion del motor 41 del bastidor mévil y descenso del mismo hasta
la posicién de agitacion de la disolucion de la muestra. Desenergizacion del motor 41.

Como en el paso operacional 3 g), durante este movimiento de descenso del
piston 24, se efectta el cierre hermético de la camara de homogeneizacion cuando el
contador de pasos absolutos del motor 41 marca el paso 4740, aproximadamente. A
partir de ese instante, la camara de homogeneizacion comienza a presurizarse,

aumentando la sobre-presién a medida que el piston 24 desciende. El descenso se

~ detiene cuando la sobre-presién indicada por el sensor 30 alcanza el valor de 0,8 bar

(aproximadamente, en el paso 4980 del motor 41). El movimiento de descenso se
efecttia en dos etapas continuas: la primera, entre los pasos absolutos 4500 y 4740
del motor 41, a una velocidad de 20 pasos/s, Y, la segunda, hasta alcanzar una sobre-
presion de 0,8 bar, a una velocidad de 5 pasos/s.

d.  Activacién del controlador Modulo de control del homogeneizador de
muestras 82. Activacion del sistema piezoeléctrico del modulo homogenizador de
muestras 76 para agitar suavemente la muestra.

Esta agitacion suave tiene por objeto homogeneizar la mezcla de disolucion
de muestra mas blogueante BSA. Se realiza a un nivel bajo de excitacion (amplitud del
20%), durante un intervalo corto de unos 5 s.

e. Espera de 30 minutos para facilitar la reaccion del bloqueante con el
exceso de marcador.

6. Inyeccion del la muestra en la camara de reaccion 18

Pasos operacionales:

a.  Activacion del motor 41 del bastidor mévil y descenso del mismo hasta
la posicién de apertura de la vélvula antirretorno 37.

La apertura de la valvula antirretorno ocurre cuando la sobre-presion en la
camara de homogeneizacion es ligeramente mayor que la sobre-presion en el circuito
del médulo de reaccion 86, es decir, cuando alcanza un valor aproximado de 1,3 bar.
Esta situacion ocurre en el entorno del paso 5040 del motor 41

b. Introduccion en la camara de reaccién de la primera inyecciéon de
muestra mediante el descenso del bastidor movil

En la primera inyeccion el motor 41 desciende 210 pasos (relativos), a una
velocidad de 5 pasos/s, para que la muestra llegue hasta la camara de reaccion,

atravesando el filtro 33, el portafiltro 34, la valvula antirretorno 37 y todos los
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conductos de acceso, asi como la propia cémara de reaccion, donde se encuentra la
micro-matriz de sustancias detectoras.

El filtro 33 colocado bajo la camara 18 de homogeneizacion, evita que
particulas mayores de 20 pym entren en el médulo de reaccion. El volumen de la
camara de reaccion es de 28 pl, aproximadamente. La dimension Util de la micro-
matriz de sustancias detectoras es de 8x8 mm.

c. Desenergizacion del motor 41.

d.  Espera de 20 minutos para facilitar la reaccion de las sustancias de la

muestra homogeneizada con las sustancias detectoras de la camara de reaccion.

e. Introduccion en la camara de reacciéon de la segunda inyeccion de
muestra mediante el descenso del bastidor movil.

Se hace pasar varios volimenes de la muestra sobre la misma micro-matriz,
de una manera secuencial. En la segunda inyeccion y sucesivas, el motor 41
desciende 20 pasos (relativos), a una velocidad de 5 pasos/s, para que la cavidad de
la camara de reaccion sea ocupada por una nueva muestra. La muestra ensayada en
el paso anterior pasa al depésito de desechos 46 donde es almacenada.

f. Repeticién de los pasos c), d) y e), tantas veces como sea necesario,
hasta llegar a la posicion final (ver Figuras 14a-14b). Esta situacion ocurre en el
entorno del paso 5500 del motor 41.

A medida que se van introduciendo nuevas inyecciones de muestra en la
camara de reaccion, la sobre-presién del circuito crece hasta llegar a un valor
aproximado de 1,7 bar al final del proceso de inyeccion de muestra.

g. Desenergizacion del motor 41.

7. Lavado de la cdmara de reaccion

Pasos operacionales:

a.  Activacion del controlador modulo de control del gestor de reactivos y
soluciones 82. Activacion del motor 64 de la jeringa 60 de solucién de bloqueante BSA
hasta inyectar 1000 pi (160 pasos del motor @ 5 pasos/s). Desenergizacion del motor
64 al finalizar la inyeccion.

En la posicién final mostrada en las Figuras 14a-14b, la canula 29 ha
atravesado el tapon inferior 27 de la camara 21 de bloqueante, penetrando en el
conducto 53 de lavado del médulo de reaccion 86. Esto permite inyectar la disolucion
de bloqueante BSA al 10% que es usada, tambien, como disolucion de lavado de la
camara de reaccion.
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El lavado permite retirar el exceso de marcador y muestra existente en la
camara de reaccion. La solucion de lavado se almacena, finalmente, en el depésito de
desecho 57, subiendo la sobre-presion en el médulo de reaccion hasta los 2,5 bar,
aproximadamente. Esta sobre-presion no es monitorizada por el sensor 30 porque la
valvula antirretorno 37 hace de barrera de presion.

8. Activacion del marcador fluorescente y deteccion de las fluorescencias

Pasos operacionales:

a.  Activacion del controlador médulo de control del lector de datos 83.

b.  Excitacion del marcador fluorescente Cy5 mediante el diodo laser y
deteccién simultanea, por medio del sensor CCD, de la radiacion electromagnéticas
emitida por las moléculas fluorescentes.

El marcador Cy5 utilizado tiene un méximo de absorcion a 649 nm y un
maximo de emisién a 670 nm.

c.  Grabacion en disco de la imagen del sensor CCD.

9. Re-iniciacion del aparato

Pasos operacionales:

a.  Activacion del motor 41 del bastidor movil y elevacion del mismo hasta

" la posicién de captura del recipiente de homogeneizacion (ver Figuras 9a-9b).

Este movimiento de elevacion se efectta, de forma continua, hasta el paso
1960 del motor 41, a una velocidad de 50 pasos/s.
b.  Energizacién del motor 10 del tambor giratorio.
c.  Activacion del motor 41 del bastidor mévil y elevacién del mismo hasta
la posicién inicial (ver Figuras 8a-8b). Desenergizacion del motor 41.
Este movimiento de elevacion se efectia, de forma continua, hasta el paso 0
del motor 41, a una velocidad de 50 pasos/s.
d. Rotacion del tambor giratorio a su posicion inicial
En esta posicion el aparato esta listo para procesar una nueva muestra.
En las figuras 16 y 17 se muestra una variante de ejecucion del aparato, en las
que se utilizan las mismas referencias para designar elementos iguales o
equivalentes.
En esta realizacion, los recipientes 6 del maodulo de procesamiento de
muestras van montados en un tambor giratorio de eje horizontal que, como en el caso

anterior, va accionado por un motorreductor 10, con potenciometro angular 10".
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Las camaras 6 disponen de una boca lateral de carga 90, dotada de medios de
cierre, para la recepcion de muestras, las cuales pueden ser alimentadas a través de
una tolva 4.

Como en la realizacion antes descrita, en el caso de las figuras 16 y 17 el
moédulo  homogeneizador incluye un dispositivo piezoeléctrico que incluye un
convertidor 15 y una bocina 16, todo ello montado en un bastidor 17, cuyo movimiento
desplaza los medios de cierre y a través de los cuales y mediante la activacion del
dispositivo piezoeléctrico se produce la homogeneizacion de la muestra. El bastidor 17
va montado sobre guias 92 a lo largo de las que puede desplazarse, a un lado del
tambor giratorio y sin posibilidad de giro, mediante un actuador lineal 93 con
potenciémetro lineal 15".

Por lo demas, en esta realizacion el aparato se corresponde con la constitucion
descrita con referencia a las figuras 4 a 14, incluyendo un laser 66, una camara de
lectura de datos 67, etc. Puede ademas disponer de un modulo de refrigeracion 94,
deposito de disolucion 95 y bomba de disolucion 96.

Todo el conjunto mostrado en las figuras 16 y 17 iria montado en una
estructura de jaula, en la que ademas irian montados la tolva 4, el médulo de gestion

de reactivos, el modulo de lectura de datos y los médulos de comunicacion y control.
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REIVINDICACIONES

1.- Aparato para la deteccion de sustancias o analitos a partir del

andlisis de una o varias muestras, que comprende: un médulo homogeneizador de
muestras, capaz de actuar sobre la muestra contenida en un recipiente para producir
su homogeneizacion; un médulo de procesamiento de muestras, que incluye una serie
de recipientes independientes, cada uno de los cuales esté destinado a recibir una de
las muestras a analizar; un moédulo de reaccidn, que incluye una serie de camaras de
reaccion, tantas como recipientes incluye el médulo de procesamientos de muestras,
cada una de las cuales esta en comunicacion con uno de dichos recipientes a través
de un conducto de paso controlado e incluye un sistema sensor para la deteccion de
sustancias; un modulo de gestién de reactivos y soluciones, que almacena y dispensa
los reactivos y soluciones necesarios en cada etapa del proceso; un moédulo de lectura
de datos, a través del que se detectan las reacciones producidas en las cdmaras de
reaccion y procesa las sefiales detectadas; y un controlador global que supervisa el
proceso y cada uno de los mdodulos de la invencion.

2.- Aparato segin la reivindicacion 1, caracterizado porque incluye
ademas un modulo de distribucion de muestras, encargado de adicionar o distribuir las
muestras al recipiente o recipientes seleccionados del méduio de procesamiento y
poner en contacto las muestras contenidas en los recipientes seleccionados con el
moédulo homogeneizador.

3.- Aparato segun la reivindicacién 1 y 2, caracterizado porque el
modulo de distribucion de muestras incluye una tolva o embudo de posicion fija, en la
gue son vertidas las muestras a analizar.

4.- Aparato segln las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque el
modulo de distribucion de muestras es alimentado por inyectores de muestras
almacenadas en placas multipocillo.

5.- Aparato segln las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque
el médulo de distribucion de muestras incluye un tambor giratorio en el que van
montados los recipientes del médulo de procesamiento de muestras, cuyo tambor es
capaz de situar cada vez un recipiente seleccionado en comunicacion con la tolva o
embudo y, posteriormente, con el piston del médulo de procesamiento de muestras.

6.- Aparato segun la reivindicacién 5, caracterizado porque el tambor
giratorio en el que van montados los recipientes del médulo de procesamiento de

muestras es giratorio sobre un eje vertical.
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7.- Aparato segun la reivindicacion 5, caracterizado porque el tambor
giratorio en el que van montados los recipientes del médulo de procesamiento de
muestras es giratorio sobre un eje horizontal.

8.- Aparato segln las reivindicaciones 1 y 5, caracterizado porque las
camaras del médulo de reaccion van montadas en el tambor giratorio del modulo de
distribucion de muestras.

9.- Aparato segun las reivindicaciones 1 y 6, caracterizado porque el
maddulo de procesamiento de muestras comprende ademés medios para el cierre del
recipiente que aloja las muestras a analizar durante el procesamiento de dicha
muestra., cuyos medios consisten en un pistén que va montado en un bastidor situado
por encima del tambor giratorio y bajo el que pueden situarse los diferentes
recipientes por el giro de dicho tambor, siendo el bastidor desplazable en direccion
longitudinal entre una posicién superior de apertura y otra inferior de cierre del
recipiente situado inmediatamente por debajo.

10.- Aparato segln las reivindicaciones 1y 7, caracterizado porque el
madulo de procesamiento de muestras comprende ademas medios para el cierre del
recipiente que aloja las muestras a analizar durante el procesamiento de dichas
muestras, cuyos medios consisten en un piston que va montado en un bastidor
situado a un lado del tambor giratorio y frente al cual pueden situarse los diferentes
recipientes, colocados al otro lado del tambor, gracias al giro de dicho tambor, siendo
el bastidor desplazable entre una posicion de apertura y otra de cierre.

11.- Aparato segun la reivindicacion 1, caracterizado porque cada uno
de los recipientes del médulo de procesamiento de muestras comprende ademas
medios para su cierre, cuyos medios consisten en un pistdon o vélvula montada en
cada recipiente y accionada por el movimiento del bastidor desplazable del modulo de
homogeneizacion.

12.- Aparato segun la reivindicacion 1, caracterizado porque cada
recipiente del moédulo de procesamiento de muestras incluye una o mas camaras
principales de homogeneizacién y una o mas camaras secundarias independientes

* destinadas a contener los reactivos, intercomunicadas con la camara principal,

estando dicha camara principal abierta para recibir la muestra a analizar y los medios
de cierre, y disponiendo de un orificio inferior con filtro y valvula de paso, a travées del
que se inyecta la muestra homogeneizada en el médulo de reaccion.

13.- Aparato segun las reivindicaciones 9 y 12, caracterizado porque la
pared de la cdmara principal dispone de un orificio de venteo, situado por encima de
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los orificios de intercomunicaciéon con las camaras secundarias, que determina el
momento del cierre hermético de dicha camara por el piston, al ser sobrepasado dicho
orificio por una junta de estanquidad del pistdn, siendo dicho piston desplazable dentro
de la camara principal, a partir de la posicion de cierre hermético, para provocar el
aumento de presion dentro de la citada camara.

14.- Aparato segun la reivindicacién 13, caracterizado porque la entrada
de muestras en la camara principal se efectla a través del orificio de venteo.

15.- Aparato segun la reivindicacion 12, caracterizado porque las
camaras secundarias van cerradas superior e inferiormente mediante tapones a través
de los cuales pueden introducirse canulas pertenecientes al médulo de gestiéon de
reactivos para la inyeccion de reactivos o soluciones, o que son portadoras de
sensores de presion, iemperatura u otros parametros fisico-quimicos.

16.- Aparato segun la reivindicacién 12, caracterizado porque la valvula
de paso situada entre la camara principal de cada recipiente del mddulo de
procesamiento de muestras y la camara del médulo de reaccion consiste en una
valvula antirretorno cuyo cierre se produce cuando se crea en la camara del médulo
de reaccién una sobrepresion respecto de la camara principal del modulo de
procesamiento de muestras.

17.- Aparato segun la reivindicacion 9, caracterizado porque el bastidor
del médulo de procesamiento de muestras va montado sobre el eje de desplazamiento
del modulo de distribucion de muestras, a uno de los lados de dicho médulo, sin
posibilidad de giro, pero con facultad de deslizamiento sobre el mismo entre
posiciones limite determinadas por un sensor.

19.- Aparato segun las reivindicaciones 1 y 9, caracterizado porque el
bastidor de ‘desplazamiento longitudinal incluye los medios para la homogeneizacion
de las muestras, los cuales estan constituidos por un dispositivo de accidon mecanica,
térmica o generador de ondas capaz de actuar sobre las muestras.

20.- Aparato segun las reivindicaciones 9 o 10, caracterizado porque
dicho pistén es de estructura tubular y a través del mismo actla el dispositivo para la
homogeneizacion de las muestras.

21.- Aparato segtn las reivindicaciones 1 y 16, caracterizado porque el
modulo de reaccion comprende, por cada recipiente del médulo de procesamiento de
muestras, un cuerpo que define una camara de reaccion interna que dispone de una
entrada conectada a la camara principal de dicho recipiente a través de la valvula
antirretorno, de una entrada conectada la camara secundaria de dicho recipiente, a
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través de la cual se inyecta una disolucion de lavado, y de una salida de disoluciones
hacia un depésito de desechos; siendo una de las paredes de dicha camara portadora
del sistema sensor encargado de detectar las sustancias presentes en la disoluciéon o
suspension homogeneizada inyectada en la camara.

22.- Aparato segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el mdédulo
de gestion de reactivos y soluciones comprende al menos una jeringa motorizada
encargada de almacenar y dispensar fluidos, que va acompafiada de un actuador
lineal que acciona el vastago del émbolo de la jeringa, de un sensor de pbsicién para
obtener la posicién del émbolo, de una valvula antirretorno, y de una canula de
inyeccion que va fijada al bastidor movil del modulo de procesamiento de muestras.

23.- Aparato segun la reivindicacion 22, caracterizado porque
comprende una serie de depdsitos de reactivos y soluciones, tantos como reactivos y
soluciones diferentes sean necesarias, y al menos un dispositivo de bombeo capaz de
aspirar los fluidos de los diferentes depositos y dispensarios a la camara de
homogeneizacion o de reaccion.

24 - Aparato segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el modulo
de reaccion esta constituido por un receptaculo para alojar un biosensor, que dispone
de al menos un orificio de entrada para la muestra procedente del recipiente del
modulo de procesamiento de muestras, al menos un orificio de entrada para
soluciones liquidas adicionales, y al menos un orificio de salida para las distintas
soluciones y los tubos o conducciones necesarios.

25.- Aparato segun la reivindicacion 24, caracterizado porque los
orificios de entrada y salida estan conectados por un conducto donde se sitta un

sistema de bombeo, el cual permite la recirculacion de la muestra sobre el biosensor.

26.- Aparato segin la reivindicacion 24, caracterizado porque el
receptaculo donde se encuentra el biosensor incluye un sistema de agitacion o
movimiento de la muestra liquida, para mejorar el funcionamiento de dicho biosensor.

27.- Aparato segln la reivindicacion 24, caracterizado porque dicho
biosensor esta formado por sustancias detectoras inmovilizadas en un soporte sélido
en forma micro-matriz, o biochip, distribuidas en canales o camaras de flujo.

28.- Aparato segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el médulo
de lectura de datos comprende un detector de reacciones que incluye una fuente de

luz para excitar el biosensor y un sistema de deteccion de la radiacién apropiada.
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29.- Aparato segun la reivindicaciones 1 y 28, caracterizado porque
dicha fuente de luz es monocromatica y el sistema detector es una camara CCD
acoplada a filtros para detectar sélo la radiacion apropiada.

. 30.- Aparato segun las reivindicaciones 28 y 29, caracterizado porque la
luz monocromatica es conducida por medio de una guia de onda donde se encuentra
el biosensor, que es excitado gracias a los modos evanescentes que se forman en la
superficie exterior de dicha guia.

31.- Aparato segun la reivindicacién 1, caracterizado porque comprende
una estructura en forma de jaula en la que va montada una columna vertical central,
que define el eje de giro del tambor giratorio del médulo de distribucion de muestras y
a lo largo de la que puede deslizar el bastidor del médulo de procesamiento de
muestras, estando montados en dicha estructura en forma de jaula la tolva o embudo
del modulo de adquisicion de muestras, el madulo de gestion de reactivos y el médulo
de lectura de datos. "

32.- Aparato segln las reivindicaciones 1 y 7, caracterizado porque
comprende una estructura de jaula en la que va montado seglin un eje horizontal el
tambor giratorio del médulo de distribucion de muestras y paralelo a dicho eje las
guias por la que se desliza el bastidor del médulo de procesamiento de muestras,
estando ademas montados en dicha estructura ia tolva o embudo del mddulo de
adquisicion de muestras, el médulo de gestion de reactivos, el médulo de lectura de
datos y los médulos de comunicacion y control.

33.- Un método para la detecciéon de sustancias o analitos a partir del
analisis de una o mas muestras, caracterizado porque comprende las etapas de: a)
mezclar dicha muestra con un liquido tampdén apropiado; b) homogeneizar con un
sistema homogenizador; ¢) afiadir reactivos para modificar dicha muestra, d) filtrar la
muestra, e) inyectar dicha muestra a una camara de reaccion; f) dejar reaccionar la
muestra con un biosensor; g) lavar el exceso de muestra no reaccionada; y h)
detectar la muestra retenida en el biosensor.

34.- Un método segun la reivindicacion 33, caracterizado porque el
liquido tampon apropiado es una solucidn salina.

35.- Un método segun la reivindicacion 33, en el que el liquido tampdn
lleva un compuesto marcador de la muestra.

36.- Un método segin la reivindicacion 33, caracterizado porque el

exceso de compuesto marcador se bloquea con un compuesto bloqueador.
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37.- Un método segun las reivindicaciones 1 y 33, caracterizado porque
el biosensor esta constituido por al menos una sustancia capaz de unirse
especificamente a otra sustancia.

38.- Un método segun la reivindicacién 37, caracterizado porque la
sustancia o sustancias capaces de unirse especificamente a otra u otras sustancias
se eligen del grupo formado por: a) una sustancia de naturaleza aminoacidica; b) una
sustancia de naturaleza proteica; c) una sustancia de naturaleza nucleotidica; d)un
acido nucleico; e) un &cido nucleico-peptidico (PNA); f) una sustancia de naturaleza
lipidica; g) una sustancia de naturaleza sacaridica; h) una sustancia que sea
combinacion de al menos dos de las anteriores; j) una célula completa viva; jluna
célula completa en forma de espora; k) un lisado o extracto celular, 1) un tejido
formado por células; m)un virus completo o cualquiera de sus'componentes; n)
polimeros sintéticos; y o) polimeros impresos molecularmente (MIP, molecularly
imprinted polymers)

39.- Un método segun la reivindicacion 38, caracterizado porque las
proteinas capaces de unirse especificamente a otras sustancias son anticuerpos
monoclonales o policlonales.

40. Un método segun la reivindicaciones 33 y 35 , caracterizado porque
dichos compuestos modificadores de la muestra se eligen entre un reactivo quimico
capaz de unirse a alguno de los analitos presentes en la muestra, o una o mas
sustancias de entre las mencionadas en las reivindicaciones 38 y 39, o una
combinacién de ambas.

41. Un método segun la reivindicacion 33 caracterizado porque la seial
de la muestra retenida en el biosensor es amplificada por un céctel o mezcla
conteniendo una o mas sustancias de las mencionadas en las reivindicaciones 38 y
39. '

42. Un método segun las reivindicaciones 33 y 41, caracterizado porque
dicho céctelvésté constituido por uno o mas anticuerpos marcados con una sustancia
fluorescente, un compuesto metalico, o una enzima.

43. Un método segun las reivindicaciones 33 y 41, caracterizado porque
dicho cdctel esta constituido por uno o mas fragmentos de acidos nucleicos o PNA
marcados con una sustancia fluorescente, un compuesto metalico, o una enzima.
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