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P Marcas - Patentes

Modelos — Disenios

Ncinbres Comerciales — Ensedas
Prapiedad Intelectuat

Registros en ef Exterior

Registros Sanilarios INVIMA ~ ICA
Actienes Judiciales ~Agministrativas
Derecho Comercial — Industrial
Asesoria — Coniralos = Otros
Corresponsalia a Nivel Mundia!

Mario Delgado Echeverry e Hijos Ltda.

CO | .:?it’i'B VA

Bogota D.C. -" Colpmbia

Avda. 22 Park Way No. 37 -~ 31 O 202
Tels. {5671} 2444095 - 3690624

Fax {571} 2442496 AA. No, 6207
E-mail: mde@mdelaw.com

" B N B B

Abogados Consultores ~ Marcas y Patentes

The Undersigned Jos¢ Antonio Hemandez Rodriguez, citizen,
adull and living in Spain, in my position of legal
Representative of the company Bayer CropScience AG
with headquarters in Alfred-Nobel-Strasse 50 (building 6100,
40789 Monheim, Germany, which was initially incorporated
at Monbeim, Germany, grant ample an sufficient power of
attorney to: JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS
and/or CLEMENCIA DELGADOQ VILLEGAS, attorneys,
adults, residing in Bogota (Colombia), so that on our behall
and representation, carry out in Colombia and in any other
Countries all tipes of errands an especial procedures for the
registration and renewal of all kinds of Product and Service
trademarks, deposits of name and commercial logotipe,
industrial models and drawings, inveation patents, utility
models, Integrated circits, name of domain, Copyrights, plant
varielies, agricuitural, veterinary and sanitary registries,
capreity  certificatcs, renewal, modification, transfer,
assignment and cxpansions and 10 be responsible as gencral
altorneys, for the supervision of all  matters rclated to
industrial and [nteleciual property, being empowered to
present and withdraw objcctions, to present appeals, to tequest
testimonies, to receive documents, 1o pay legal fees, to
aprove expioitations, to agrec on transaclions on
trademark agreements with third parties of legal entities, to
abandon action, to substitute and to carry out ali  the
necessary actions before any administrative authority of the
aforementioned purposes' in the event that such procedures
shall be transferred unto a judicial  field, the legal
representatives are authorized to act as plaintiff or defendant
belore the competent authorities, having an ample power to
settle, to submit to arbitration, to waive, to present appeals and
all other necessary special facultics.

For that purpose, [ kindly request to gran ample powers to our
attorneys, who shall be able to excrcise the functions
independently or collectively,

The present power of attorney revokes and cancels any other
previous powers of atlorney given by the Company in the
territory of the Colombian Republic,

Sincerely,
33715307 Madrid
1B Card No. issued in

Please, submit 10 a public deed by public notary

Notariat Certificate;

The undersigned Notary Public certifies that the preceding
signature reading José Antonio Hernsndez Rodriguez is
authentic: that signer is {Authorised signanory)_of Bayer
CropScience AG and that he is empowered to prant this
power, and that said Company exists and is duly organized in

‘accordance with the laws of Monheim, Germany.

All the forcgoing facts are  know to the Notary due to his
having examined the respective documents to wich he, the
Nolary, attests

Notary Public. =— —

This Power of Attorney should be authenticated with the
fited Notarial certificate and legalized by Apostille or by
the Colombian Consulate.

Atemtamente se dirige a Usted José Antonio Hernandez
Rodriguez, ciudadano espafiol, mayar y vecing de Madrid,
para manifestarle que en mi  condici6n de Representante
legal de la firma Bayer CropScience AG domiciliada en
Alfred-Nobel-Strasse 50 (building 6100), 40789 Monheim,
Alemania, y constituida inicialmente en Monheim, Alemania,
conficro poder general, amplio v suficiente a los Dres.
JAIME EDUARDC DELGADO VILLEGAS, v/o
CLEMENCIA DELGADO VILLEGAS, Abogados,
mayores y vecinos de Bogotd, D.C. (Colombia), para que cn
nuestro nombre y represeniacion adelanten en Colombia y en
otros paises toda clase de diligencias y procedimicntos
especiales para e} Registro y Renovacién en su Despacho, de
toda clase de Marcas de Producto v Servicio, Depésitos de
Nombre y Ensefia Comercial, Diseflos industriales v Patentes
de Invencion, Patentes modelo de Utilidad, Esquemas de
Circuitos integrados, Nombres de dominio, Derechos de
Autor, Variedades vegetales, registros agricolas, veterinarios y
sanitarios,  cerlificados - de _ capacidad,  renovacion,
modificacidn, traspaso y ampliacion de los mismos y atiendan
como Apoderados: generales todo asunto referente a la
- Propiedad Industrial ¢ intelectual, quedando facultados para
presentar y retirar Opogiciones;. interponer fecursos, solicitar
testimonios, recibir documentos, cancelar costos legales,
probar explotaciones, aceptar transacciones, llegar a acuerdos
marcarios con terceras personas o entidades juridicas, desistir,
sustituir v hacer cuanto, fueré neccsario ante cualquier
autoridad administraliva para los fines amiba indicados; v en
caso de que ¢l procedimiento debiera pasar a congcimicnto
Judicial, quedan facultados para actuar como demandantes o
demandados ante los Jucces que sean competentes, con
poder amplio, pudicndo transar, Someter a drbitros, desistir,
interponer  recursos ¥y con todas las demas facultades
especiales que fueren necesarias,
Con ésic objcte, ruego o ogfifieran\ pegsoneria suficiente a
nuestros Apoderados quienes/podran dbrfkr en forma conjunta
o independiente e incluso sugtiluir el preslinte poder.

Alentamente, -

DNI Rxpedido en

3371530 N@ﬁi

Centificacion Noiarjal: -

El infrascrito Notasio Publico cerifica que la fima que
ariecede” y- dice José Antonio Herndndez Redrigucz es
“auigntica; quee] firmante es (Firmante aulorizado) de Bayer
CrapScience AG, que tiene facultad para otorgar este poder v

que diche compaiila existe y ests debidamente organizada de
“conformidad con las Leyes de Monheim, Alemania,

Todos los hechos anteriores le cohstan por haber examinado

los documentos respectivos y de todo elto da fe.

Dado ‘y firnado en F=T=E== o ====== (e

=====c===10c 200z -

Notario Publico.

Miembros ACPI— ASIPI - AIPPI

¥



..//GITIMACION: Yo, SANTIAGO RUBIO LINIERS, No-
tarico del TIlustre colegio de Madrid con residencia
en esta Capital:--~~c-cc-comm o e el

Conozco y considero legitima la firma gque ante-
cede de don JOSE ANTONIO HERNANDEZ RODIGUEZ Y que he
levantado acta del presente documento con el nfimero
901 ,de mi protocolo, a los efectos del articulo 207
del reglamento Notarial. En Madrid a siete de abril

de dos mil ocho. DOY FE.=.

- SELLODE
013 s cmmaciones v
P LEGALI

4

Apostiile (o legalizacion unica)
{Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
(Real Decreto 2433/1978, de 2 de octubre)

Pais: Espaiia

E! presente documento pablico

\Ha sido fimadopor D.  Santiago Rubio
,i}iiers

: ) 3" Actuando en calidad de NOTARIO

4. Se halla seltado / timbrado con ef de su Nolaria

CERTIFICADO
En Madrid 6.El 10 . Abril . 2008

Por el Decano del Colegio Notarial de Madrid.
Con el numero

2504
Sello / timbre: l‘/‘ . OJ..{J
J
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2010/001924

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT To:

NOTIFICATION CONCERNING BAYER CROPSCIENCE AKTIENGESELLSCHAFT

SO OR T Coess g it
OF PRIORITY DOCUMENT ’

Alfred-Nohel-Strasse 50, Building 6100
40789 Monheim

(PCT Administrative Instructions, Section 411) ALLEMAGNE
Date of mailing (day‘month#vear)
30 April 2010 (30.04.2010)
Applicant's or agent's file reference . -
BCS083094-WO IMPORTANT NOTIFICATION
Interrrationsl application No, Itematienal filing date (dop/monthfyear)
PCT/EP2010/001924 26 March 2010 (26.03.2010)
[nternational publication date (day‘monthfear} Priority dale (day/month/rear)
Not yet published 09 April 2009 (09.04.2009)
Applicant

BAYER CROPSCIENCE AKTIENGESELLSCHAFT et al

1. By means of {his Form, which replaces any previously issucd notification concerning submission or transmittal af priority
documents, the applicant is hereby notified of the dale of receipt by the Infernational Bureau of the priority document(s) relating to
all carlicr applivation(s) whose prierily is claimed. Unless otherwise fndicated by (he letters “NR”, in the right-hand colwmm or by an
asterisk appearing next to a date of receipi, the priority document conecrned was submitted or transmitted to the Intemational Burcau
in complionce with Rule 17.1(a) or (h).

2. (f applicable) The letters “NR" nppearing in the right-hand column denole a priority document which, on the date of majling of
thiz Form, had not yet been received by the International Bureau under Rule 17.1(a) or (b). Where, under Rule 17.1(n), the
priorily docwment wwist be submitted by the applicant to the receiving Office or the Tnteruational Bureaw, but the applicant fails to
submil the priority decument within the applicable time limit under that Rule, the attention of the applicant is directed 1o Rule
17.1(¢) which provides that no designated Office may disregard the priorily claim concerned before piving the applicant an

opportuuily, upon enlry inie the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the
circumstances,

3. (f applicable)An asterisk (%) appearing tiext to a date of receipt, in (he right-hand columm, denotes a priority document sulvnitted
or transmitted to the Internatienal Bureau but not in compliance with Rule 17.1(a) or (b) (the priority documient was received
after the lime limit preseribed in Rule 17.1(a) or the request to prepare and transmit the priority docoment was submitled to the
receiving Oflice afler the applicable time limit under Rule 17.1(b)). liven though the priority doctment was not fumished in
compliance with Rule 17.1(a} or (b), the International Burcau will nevertheless transmit a copy of the document (o the designated
Offices, for their consideration. In case such a copy is not accepted by the designated Office as the priority document, Rule 17.1(c)
provides thal no designated Office may disregard the prierity claim concerned before piving the applicant an opportunity, upon entry
into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the circumstances,

N Priority application N Country - i Date of recei
or PCT feceiving Office iority document
0% Aprit 2009 (09.04.2009) 09157714.8 EP 19 Aprit 2010 (19.04.2010)
The International Burcau of WIPO Authorized oflicer
34, chemin des Colombeties .
1211 Geneva 20, Swilzerland Yolaine Cussac
e-mail PTOS PCT@WIPOINT
Facsimile No, +41 22 338 82 70 Telephone No. +41 22 318 74 03

Form PCT/IB/304 {October 2005) VEFOGUDEA(K)
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Dispositivo v_procedimiento para Ja_verificacién y para el analisis cuantitativo de

analitos, particularmente de micotoxinas

La presente invencién se refiere a un dispositivo y a un procedimiento para la
verificacion y para el andlisis cuantitativo de analitos y a su uso para la verificacion y para el
analisis cuantitativo de micotoxinas.

En la biogquimica y la medicina, los anélisis se basan frecuentemente en la verificacién
de una interaccion entre una molécula que esta presente en cantidad Y posicidn conocidas (la
sonda molecular) y una molécula desconocida para verificar (la molécula objetivo o diana
molecular).

Para la verificacion de una interaccion, se pone en contacto una sonda, que
habitualmente esta fijada a un soporte, con una molécula diana que se encuentra en una
solucién de muestra, y se incuba en condiciones definidas. Debido a la incubacién, tiene lugar
una interaccion especifica entre sonda y diana que pﬁede detectarse de distintos modos. La
verificacién se basa en el hecho de que una molécula diana forma una unién especifica solo
con determinadas moléculas de sonda. La unién es claramente mas estable gue la unién de las
moléculas diana a sondas que no son especificas de la molécula diana. Las moléculas diana
gue se han unido no especificamente pueden separarse por lavado, mientras que las
moléculas diana unidas especificamente se fijan a las sondas.

En ensayos modernos, se depositan una pluralidad de sondas en forma de una
coleccién de sustancias como matriz sobre un soporte, de modo que en unha muestra pueden
analizarse paralelamente a! mismo tiempo varias sondas (D. J. Lockhart, E. A. Winzeler,

“Genomics, gene expression and DNA arrays”; Nature 2000, 405, 827-836).

La verificacion de la interaccion especifica entre una diana y su sonda puede realizarse

mediante un denominado marcador mediante una pluratidad de procedimientos, que dependen
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generalmente del tipo de marcador, que se incorpora antes, durante o después de la
interaccién de la molécula diana con las sondas. Tipicamente, se trata en dichos marcadores
de grupos fluorescentes, de modo que pueden leerse Gpticamente por fluorescencia
interacciones diana-sonda especificas con alta resolucion espacial y, en comparaciéon con otros
procedimientos de verificacion convencionales, sobre todo procedimientos sensibles a la masa,
con bajo coste (A. Marshall, J. Hodgson, “DNA Chips: An array of possibilities”, Nature
Biotechnology 1998, 16, 27-31; G. Ramsay, “DNA Chips: State of the art’, Nature
Biotechnology 1998, 16, 40-44).

Es especiaimente ventajoso a este respecto el uso de un biochip de campo
evanescente como soporte de las moléculas de sonda. Un biochip de campo evanescente
comprende una guia de onda oOptica con la que pueden detectarse alteraciones de las
propiedades Opticas de un medio que limita con fa capa de guia de onda. En caso de
transportar luz en modo guiado por la capa de guia de onda, el campo luminico no cae
bruscamente en la superficie de contacto del medio/guia de onda, sino gue decrece
exponencialmente en el denominado medio de deteccidn limitante con la guia de onda. Este
campo luminico decreciente exponencialmente se designa como campo evanescente. En caso
de alterarse las propiedades opticas del medio limitante con la guia de onda dentro del campo
evanescente, puede detectarse esto mediante una configuracion de medida adecuada.

Asi pues, la verificacion de la unién especifica de moléculas diana con las sondas
inmovilizadas sobre la guia de onda puede realizarse mediante las propiedades opticas
cambiantes de la superficie de contacto de guia de onda/inmovilizado.

Preferiblemente, se detecta una sefial fluorescente en el campo evanescente. El par de
union de sonda/molécula diana marcado fluorescentemente se excita por un campo

evanescente. Se da un ejemplo de biochip de campo evanescente en el documento US

5.959.292.
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Dependiendo de la coleccion de sustancias de tipo sonda inmovilizada sobre el soporte
y de la naturaleza quimica de las moléculas dianas, pueden analizarse mediante este principio
de ensayo, por ejemplo, las interacciones entre acidos nucleicos y 4cidos nucleicos, entre
proteinas y proteinas, anticuerpos y antigenos asi como entre acidos nucleicos y proteinas.

Para posibilitar un procedimiento de verificacion rapido practico, se ha intentado desde
hace algunos afios reducir los aparatos quimiosensores o biosensores y disponer todos los
reactivos posibles que son necesarios para la determinacién cualitativa y/o cuantitativa de una
muestra en un denominado cartucho “listo para usar’. Se utiliza particularmente la tecnologia
microfluidica y a este respecto se aspira a poner a disposicion cartuchos desechables
econdémicos, almacenables y faciles de operar que puedan proporcionar resuitados
instantaneos reproducibles.

Para la capacidad de almacenamiento y la capacidad de transporte de los cartuchos, se
utiliza en el estado de la técnica particularmente la tecnologia del ensayo en seco, en la que
todos los reactivos estan disponibles en estado seco en el cartucho eventualmente en camaras
separadas. El liquido de muestra se transporta hacia delante habitualmente por canales
microfividicos desde una camara a la siguiente.

El documento WO 2005/088300 describe, por ejemplo, un cartucho microfluidico
integrado para el andlisis de sangre que est& compuesto por una parte inferior y una smjperior
de un cuerpo. Ambos elementos se estructuran en cdmaras y canales que se cierran mediante
el acoplamiento de ambas partes. El cartucho de ensayo presenta uno o varios elementos de
pretratamiento (camara de pretratamiento) para preparar una muestra, uno o varios elementos
de ensayo en seco multicapa (camara de deteccion) para el reconocimiento de una o varias
moléculas diana de un liquido de muestra y uno o varios canales (didmetro £ 3 mm) que unen
los elementos de pretratamiento con los elementos de ensayo en seco multicapa. Los

elementos de pretratamiento son particularmente elementos de filtro o elementos con



10

15

20

25

4

propiedades porosas en forma de un canal o una (micro/nano)almohadilia que portan
eventualrﬁente reactivos secos. La muestra se pasa en primer lugar por los elementos de
pretratamiento y luego por el elemento de ensayo en seco multicapa. El elemento de
reconocimiento de ensayo en seco multicapa presenta al menos una capa funcional que porta
las sondas para un ensayo cualitativo y cuantitativo de la molécula diana en forma seca y
estable. Esta capa de reactivos esta compuesta por una capa hidroabsorbente en la que estan
distribuidas mas o menos regularmente sondas excitables en un material aglutinante polimérico
hidrofilo (gelatina, agarosa, etc.). La deteccion se realiza mediante fotometria de reflexién a
través de una ventana transparente a la luz, mediante irradiacion de una capa de deteccién del
elemento de ensayo en seco multicapa en la que se difunde el liquido dpticamente excitable de
la reaccion de reconocimiento.

Para el transporte de la muestra, se utilizan fuerzas capilares o presién. Es una
desventaja de este procedimiento que la configuracién del elemento de ensayo en seco
multicapa sea costosa y que el mezclado del analito con los reactivos de deteccién no sea
optimo. Ademas, no es posible un control temporal exacto de las etapas de reaccién
individuales, particularmente del volumen y tiempos de incubacién, de modo que les resultados
del ensayo no son cuantitativamente reproducibles. No se describe una referenciacion.

La tecnologla de ensayo de flujo lateral (EFL) es también conocida desde hace muchos
anos para los analisis bioguimicos. Los ensayos de flujo lateral (EFL) aprovechan el efecto de
la reaccion de anticuerpo-antigeno. Adicionalmente, se arrastra la muestra a analizar (solucidn)
por fuerzas capilares a través de la superficie del sensor. Para la verificacién de analitos
mediante EFL, puede realizarse, por ejemplo, un inmunoensayo directo competitivo sobre una
tira de nitrocelulosa, arrastrandose la muestra a analizar por toda la tira de celulosa por fuerzas
capilares. La zona en que se ha inmovilizado el anticuerpo anti-analito sirve como zona de

deteccion para ¢l ensayo de tira. Es un ejemplo de un ensayc EFL para la verificacion de
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micotoxinas (por ejemplo, desoxinivalenol) el “Reveal-Assay’ (cartucho de ensayo) de la
compaiiia Neogen, Lansing, Ml, EE.UU. con el aparato de lectura adjunto "AccuScan". Se
introduce el cartucho en el aparato de lectura y el aparato toma una imagen del intervalo de
resultados del ensayo de tira. El aparato de lectura interpreta la imagen de resultados v,
cuando reconoce una linea, emite una valoracion. El aparato elimina la subjetividad de la
interpretacién y da una documentacion objetiva y reproducible de los resultados del ensayo, El
ensayo descrito es sencillo y relativamente rapido de llevar a cabo y no requiere aparatos de
lectura costosos. Es una desventaja que el procedimiento permita solo una verificacion
cualitativa o en todo caso semicuantitativa de la micotoxina.

El documento WO 2007/079893 describe un procedimiento para la verificacion rapida
de micotoxina en el que se aplica una coleccion de sustancias de asociados de unién para
micotoxinas y/o sondas para micotoxinas soportados inmovilizados en zonas de medida
separadas espacialmente sobre la superficie de una guia de onda de capa fina, poniendo en
contacto una muestra que contiene micotoxina y sondas de‘esta micotoxina con el miembro de
union inmovilizado y detectando 1a reaccién de los asociados de unién inmovilizados con las
micotoxinas y/o elementos de reconocimiento de micotoxinas mediante una alteraciéon de sedal
en el campo evanescente, es decir, en la superficie de contacto con la guia de onda. Es
especiaimente ventajoso en el procedimiento que puede limitarse o incluso anularse totalmente
la separacién por lavado del miembro de unién marcado fluorescentemente ¢ de una muestra o
solucion que contiene un miembro de unién marcado antes de la deteccién de una sefal. Esto
posibiita tanto un ahorro de tiempo en el analisis como una simplificacién de fa practica, ya que
puede anularse también la preparacién de soluciones de lavado. La intensidad de sefal se
establece mediante la toma de una imagen del ensayo mediante un software adecuado, al igual
que el calculo de la cantidad de micotoxinas presente en la muestra. Sin embargo, es conocido

en el estado de la técnica que es ventajoso un procedimiento de referenciacion adecuado para
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la fiabilidad del andlisis cuantitativo. No se describe uno de dichos procedimientos de
referenciacion en el documento WO 2007/079893.

En el estado de a técnica, se describe el empleo de una o varias zonas de medida para
la calibracién de un ensayo. En el documento WO 01/13096, por ejemplo, se usan zonas de
medida para 'a referenciacién de parametros quimicos u épticos iguales (por ejempio, la
intensidad de la luz de excitacion disponible localmente) en varios recipientes de muestra
distribuidos por la plataforma sensora, de mode que pueda determinarse la distribucion
espacial de los parametros en cuestion sobre la plataforma sensora. El namero y posicién de
las zonas de medida para la referenciacion en la disposicion de zonas de medida anteriormente
citada son arbitrarios.

El documento EP-A 0.093.613 describe un procedimiento para la calibracién de un
ensayo para la cuantificacion de una molécula diana en un liquido de muestra mediante un
sensor basado en la excitacién de fluorescencia en campo evanescente de una guia de onda
dptica, que presenta una primera zona de medida (zona de medicién) para la unién especifica
de un primer marcador, empledndose este primer marcador en una cantidad que depende de la
presencia de un analito en la muestra, y una segunda zona de medida (zona de calibracion)
para la uniéon de un segundo marcador, en el que la unién del segundo marcador no esta
influida por la presencia de analito en la muestra, A este respecto, se usan en las zonas de
medicién y las zonas de calibracién distintos pares de unién, que sin embargo son de
naturaleza similar. La cantidad del segundo marcador en la zona de calibracion durante el
ensayo da un valor de sefial para una concentracion predeterminada de analito dentro de un
intervalo de concentracion. Ambas zonas de medida estan colocadas pegadas entre si sobre Ia
misma estructura basica, para minimizar las diferencias causadas por posibles variaciones
locales del sensor. El valor de sefial de la zona de medicién se divide entre el valor de sefial de

la zona de calibracion colocada pegada para corregir los efectos no especificos del sensor

',
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sobre la sefial. La configuracion del sensor y la direccion del rayo de excitacién no se definen
detalladamente.

El documento WO 2004/023142 describe un procedimiento para la calibracion de un
ensayo para la cuantificacion de una molécula diana en un liquido de muestra mediante un
sensor basado en la excitacién de fluorescencia en campo evanescente de una guia de onda
optica, en el que los elementos de reconocimiento y moléculas de referencia (Cy5-BSA, BSA =
seroalbumina bovina) se puntean en micromatrices alternadas paralelas separadas ortogonales
a la direccion de propagacion de la luz de excitacion soportada en la plataforma sensora del
campo evanescente en puntos de medicion o puntos de referencia. Para la referenciacion de la
intensidad de sefial de cada punto de medicion, se divide la intensidad de sefial neta del punto
de medicion entre el valor medio de las intensidades de sefial netas de los puntos de referencia
dispuestos adyacentes en la misma fila en la direccidn de propagacion de la luz de excitacion.
Mediante esta referenciacién, se compensan las diferencias locales de Ia intensidad de luz de
excitacion disponible ortogonal a la direccion de propagacion de iuz tanto dentro de cada
micromatriz como entre distintas micromatrices.

En el uso de los procedimientos de referenciacion descritos en la técnica, se ha
mostrado que estos no eran adecuados para |a referenciacion del ensayo en sistema fluidico.
Se ha mostrado que con el uso de proteinas fluorescentes punteadas como referencia, pueden
equilibrarse solo aquellas oscilaciones del sistema que tienen lugar al nivel del sensor como,
por ejemplo, la atenuacion de luz de fluorescencia o las oscilaciones en el punteado de las
matrices.

Existia en el estado de Ia técnica el objetive de proporcionar un agente econémico,
almacenable y facil de operar para el analisis cuantitativo de analitos, particularmente de
micotoxinas, mediante una coleccion de sustancias soportadas sobre una guia de onda de

capa fina (biochip PWG, PWG= gula de onda plana) de asociados de unién inmovilizados en
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invencion posibilitar una determinacién absoluta, es decir, una referenciacion de la sedal
preducida.

Se consigue este objetivo segun la invencion mediante un cartucho microfluidico para el
analisis cualitativo y/o cuantitativo de analitos, particularmente de micotoxinas, que incluye
todos los reactivos necesarios para la practica del procedimiento de ensayo en forma seca. El
cartucho segun la invencidn presenta un cuerpo estructurado en el que se han incorporado
cavidades que estan unidas entre si por canales. Segun la invencion, el cartucho presenta al
ménos una entrada para la introduccién de un liquido de muestra que contiene micotoxinas, al
menos una camara de reactivos y al menos una camara de deteccion. En la camara de
reactivos, estan ubicados en forma seca una o varias sondas de micotoxina marcadas para la
reaccion con micotoxinas del liquido de muestra y sondas de referencia marcadas para la
reaccion con un antigeno de referenciacién. El suelo de la camara de deteccion esta
compuesto por una guia de onda de capa fina (biochip PWG) que comprende una primera capa
opticamente transparente (a}) sobre una segunda capa Oépticamente transparente (b) que
presenta un indice de refraccion menor que la capa (a), y en la que esta incorpora una rejilla
Gptica, que esta orientada perpendicularmente a la ruta de la luz de excitacion, que se acopla
mediante la rejilla éptica en la guia de onda de capa fina. Scbre la superficie de la guia de onda
de capa fina se inmovilizan los reactivos de deteccién, concretamente, se aplican en filas de
zonas de medida separadas espacialmente un ensayo de micotoxina (inmunoensayo) en forma
de una coleccion de sustancias de asociados de unién inmovilizados para micotoxinas y/o para
sondas de micotoxinas y un ensayo de control independiente que incluye un antigeno de
referenciacion inmovilizado. Las matrices se aplican sobre el biochip PWG de modo que las
zonas de medida estén orientadas en filas paralelamente a la rejilla optica. En fa direccion de la

juz de excitacion, por encima y por debajo de cada fila de inmunoensayo, se encuentra una fila
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de ensayo de control (véase la Fig. 1), de modo que puede obtenerse una intensidad de
fluorescencia referenciada de la zona de medida del ensayo de micotoxina mediante la division
de la intensidad de fluorescencia de la zona de medida del ensayo de micotoxina entre el valor
medic de las intensidades de fluorescencia de las zonas de medida del ensayo de control
adyacentes en la direccién de la luz de excitacion.

Sorprendentemente, se ha mostrado que la referenciacion del inmuncensayo en

sistema fluidico mejora considerablemente cuando, en lugar del concepto de referenciacion

estatica conocido, se usa la dindmica segun la invencion. Son ventajas de la referenciacion
dinamica que pueden equilibrarse tanto oscilaciones en el sistema fluidico (por ejemplo,
adsorcion en los canales, oscilaciones de volumen, variaciones de las cantidades de anticuerpo
en la ruta) como oscilaciones en la superficie del biochip PWG (por ejemplo, atenuacién,
variaciones en el punteado).

Es por tanto un primer objeto de la invencion un cartucho para la verificacion y para el
analisis cuantitativo de analitos en un liquido de muestra, que incluye un cuerpo estructurado
en el que estan incorporadas cavidades que estan unidas entre si por canales, presentando el
cartuche al menos una entrada para la introduccion del liquido de muestra que contiene
analitos, al menos una camara de reactivos y al menos una cdmara de deteccién, en el que
a. estan ubicadas en forma seca en la ¢cdmara de reaccién una o varias sondas de analito
marcadas para la reaccion con los analitos del liquido de muestra y una o varias sondas de
referenciacion marcadas para la reaccién con un antigeno de referenciacién,

b. el suelo de la camara de deteccion es una guia de onda de capa fina que comprende
una primera capa oOpticamente transparente (a) sobre una segunda capa oOpticamente
transparente (b) que presenta un indice de refraccién menor que la capa (a), en la que en la
capa (a) o (b) esta incorporada una rejilla dptica que esta orientada perpendicularmente a la

ruta de la luz de excitacion, que mediante la rejilla 6ptica se acopla en la guia de onda de capa
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fina,
C. sobre la superficie de |la guia de onda de capa fina estan aplicados un inmunoensayo en
forma de una coleccion de sustancias de asociados de unién para analitos y/o para sondas de
analitos inmovilizados en filas de zonas de medida separadas espacialmente y un ensayo de
control independiente gque incluye el antigeno de referenciacion inmovilizado y
d. las filas respectivas estan orientadas paralelamente a la rejilla éptica y se encuentra una
fila de ensayo de control en la direccién de la luz de excitacién por encima y por debajo de
cada fila del inmunoensayo.

Preferiblemente, se selecciona el ensayo de control de modo que el antigeno de
referenciacion tenga un peso molecular similar al del analito, y que la sonda de referenciacion
presente propiedades de unidon similares a las de la sonda de analito (afinidad, cinética de
unién). Ademas, el ensayo de control no debe mostrar reactividad cruzada con el
inmunoensayo y el antigeno no debe aparecer naturalmente en la matriz investigada.

Ademas, es ventajoso que el comportamiento de degradacién del ensayo de control se
parezca al del inmunocensayo, de modo que dé la estabilidad a largo plazo de la curva de
calibracion de un lote de produccion.

En una forma de realizacién especial de la invencion, los analitos son micotoxinas.

Preferiblemente, se usa un inmunoensayo comec se describe en el documento WO
2007/079893, cuyo contenido se integra por referencia.

Se prefieren como inmunoensayo filas de conjugados de micotoxina-proteina, por
ejemplo, conjugados de micotoxina-BSA.

Son ejemplos de ensayos de control los ensayos de micotoxinas que no aparecen
naturaimente en la matriz investigada. El ensayo de control se selecciona preferiblemente de
modo que verifiqgue una molécula < 1000 g/mol. Se aplican con especial preferencia sobre el

biochip PWG un ensayo de control para fluoresceina y una fila de conjugados de control-
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proteina, por ejemplo, fluoresceina-BSA.

El biochip PWG estd compuesto, por ejemplo, por un soporte de vidrio que esta
recubierto con una capa de pentoxido de tantalio. El grosor de capa asciende a 40 a 160 nm,
preferiblemente a 80 a 160 nm, con especial preferencia a 120 a 160 nm, con muy especial
preferencia a 155 nm. El soporte de vidrio contiene una rejilla 6ptica con una profundidad de
rejiila de 3 a 60 nm, preferiblemente de 5 a 30 nm, con especial preferencia de 10 a 25 nm, con
muy especial preferencia de 18 nm, y un periodo de rejia de 200 a 1000 nm, preferiblemente
de 220 a 500 nm, con especial preferencia de 138 nm. Preferiblemente, la rejila muestra un
unico periodo, es decir, es monodifractiva.

La superficie de pentéxido de tantalio estd recubierta habitualmente con dodecilfosfato
en forma de una monocapa. Se inmovilizan sobre esta superficie conjugados de analito-
proteina, preferiblemente conjugados de micotoxina-BSA y conjugados de antigeno de
referenciacion-proteina, preferiblemente conjugados de fluoresceina-BSA. Para la
inmovilizacién, se aplican habitualmente sobre la superficie los conjugados de proteina en
concentraciones de 0,1 a 5 mg/ml, preferiblemente de 0,2 a 2 mg/mi, con especial preferencia
de 0,5 a 1,5 mg/ml, con muy especial preferencia de 1 mg/ml, y se adsorben alli.

Para la aplicacion de los conjugados de proteina, pueden usarse uno o varios
procedimientos que se seleccionan de los siguientes grupos: punteado de chorro de tinta,
punteado mecanico mediante clavija o resorte, impresion por microcontacto, puesta en
contacto fluidica de las zonas de medida con los elementos de reconocimiento bioldgicos o
bioguimicos o sintéticos mediante su alimentacién en paralelo o en microcanales cruzados,
mediante |a accion de diferencias de presién o de potenciales eléctricos o electromagnéticos.

Después de la inmovilizacién de los conjugados de proteina, se pasivan las zonas atin
libres de la superficie del biochip PWG mediante tratamiento con BSA para inhibir las uniones

inespecificas.
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El biochip PWG representa el suelo de |a camara de deteccién del cartucho segun la
invencion y se integra en el cartucho.

El cartucho estd compuesto por un cuerpo estructurado en el que se incorporan
camaras y canales, incorporandose las camaras preferiblemente al cuerpo de modo que se
formen al menos por un lado mediante la aplicacion de una unidad de cierre. El cuerpo
estructurado se cierra por arriba y por abajo mediante una unidad de cierre con excepcién de Ia
entrada, el suelo de la camara de deteccion y orificios de aireacién opcionales.
Preferiblemente, se pone el biochip en su posicion antes de la unidad de cierre y se mantiene
en posicion mediante la unidad de cierre. Preferiblemente, la unidad de cierre es una lamina de
cierre,

Preferiblemente, se transporta en los canales y las camaras un volumen definido
precisamente de liquido de muestra, lo que se posibilita por el disefio de los canales y las
camaras y el empleo de un medio adecuado para el transporte del liquido de muestra. A este
respecto, pueden controlarse igualmente con exactitud los tiempos de reaccién, lo que
contribuye a una mejor reproducibilidad de los anélisis. Mediante un disefio conveniente de las
camaras y canales, se garantiza un perfil de flujo éptimo con volumen muerto reducido y
eventualmente un contacto 6ptimo con los reactivos de deteccidon inmovilizados.

Los canales unen la entrada, la camara de reactivos y la camara de deteccién entre si y
poseen habitualmente un didmetro de 0,1 a 2,5 mm, preferiblemente de 0,5 2 1,5 mm, con
especial preferencia 1 mm.

En una forma de realizacion especial de los cartuchos, la camara de reactivos presenta
una almohadilla de reactivos sobre la que estdn ubicadas las sondas de analitos y
referenciacion, particularmente anticuerpos para micotoxinas y fluoresceina.

La almohadilia de reactivos se selecciona de modo que satisfaga los requisitos de la

camara de deteccion respecto al volumen de liquido transportado de la solucién sobrenadante
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y de la concentracion de los componentes individuales en esta solucion.

La almohadilla de reactivos estd compuesta habituaimente por un material de tipo
fibroso o poroso, por ejemplo, particulas finas o tejidos en el que se han ubicado los reactivos
(adsorbido, fijado, dispersado o desecado). Una almohadilla de reactivos preferida esta
compuesta por vidrio o polimeros como, por ejemplo, celulosa. Se usan, por ejemplo,
almohadillas de reactivos que se usan también en el denominado ensayo de flujo lateral y que
son obtenibles comerciaimente en distintas formas.

Una camara de reactivos preferida requiere un volumen de liquido de 10 a 100 pm,
preferiblemente de 20 a 60 I, con especial preferencia de 40 pl y las sondas de analito y
referenciacién alli disueltas a una concentracion de 107 M a 10" M, preferiblemente a
concentraciones nanomolares.

Para el relleno de esta cdmara de reaccion, se selecciona como almohadilla de
reactivos la compuesta por filtros de vidrio extragrueso de la compaiiia Pall Corporation
(tamafio de poro 1 pm, grosor tipico 1270 um, caudal de agua tipico 210 m¥min/cm? a 30 kPa),
apilando dos trozos de filtro circulares de diametro coincidente (habitualmente de 5 a 10 mm).
La almohadilla de reactivos resultante se impregna habitualimente con aproximadamente 100 pl
de soluciéon que contiene las sondas marcadas fluorescentemente, asi como habitualmente
otros componentes para ayudar a la impregnacion. La impregnacién se realiza, por gjemplo,
mediante desecado o liofilizacién. |

La almohadilla de reactivos se opera habitualmente en los cartuchos de modo que se
humedece con aprox. 80 pl de liquido de muestra (por ejemplo, extracto de micotoxina).

Después de un tiempo de preincubacion de 1 a 10 min, se transportan habitualmente de
20 a 60 pl de solucion a la camara de deteccién.

Un control exacto del volumen es ventajoso en la presente invencién pero no necesario,

ya que pueden equilibrarse las variaciones entre los distintos cartuchos mediante el
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procedimiento de referenciacién segin la invencién.

Es un objeto adicional de la presente invencion un procedimiento para la verificacion de
analitos, particularmente micotoxinas, mediante los cartuchos segun la invencion.

Es un segundo objeto de la presente invencién un procedimiento para el anélisis
cuantitativo de analitos que comprende las siguientes etapas:
a. extraccion opcional de los analitos de una matriz en un liquido de muestra,
b. realizacion del ensayo en el cartucho segdn una de las reivindicaciones 1 a 7, en la que,
después de la introduccién del liquido de muestra en el cartucho, se transporta el liquido de
muestra a la camara de reactivos y se mezcla o hace reaccionar con las sondas marcadas alli
aplicadas, y entonces
c. transporte del liquido de muestra a ia camara de deteccion y reaccion dei analito ylo de
la sonda marcada con el inmunoensayo y el ensayo de control, segui_do de
d. iluminacion de la guia de onda de capa fina para la excitacion de las sondas marcadas
del inmunoensayo y del ensayo de control para la fluorescencia y toma de una imagen de
fluorescencia, y entonces
€. calculo de las intensidades de fluorescencia referenciadas del inmuncensayo mediante
el ensayo de control, calculando la intensidad de fluorescencia referenciada de cada zona de
medida del inmunoensayo mediante la division de la intensidad de fluorescencia de la zona de
medida del inmunoensayo entre el valor medio de las intensidades de fluorescencia de las
zonas de medida del ensayo de control adyacente en la direccién de la luz de excitacién, y
f. calculo y visualizacion de los valores de analitos por referencia a una curva de
calibracion.

En caso de que las micotoxinas se encuentren en una matriz solida, se trituran
generaimente estas en una primera etapa opcional del procedimiento segun la invencion, a

continuacion se extraen de la matriz las micotoxinas con un disolvente adecuado. Son ejemplos
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de agentes de extraccion soluciones acuosas de metanol, etanol o acetonitrilo. Son ejemplos
de matrices solidas trigo, maiz, cebada, centeno, cacahuetes, avellanas, etc. En caso de que el
extracto contemga mas de un 10% de disolvente no acuoso, es generalmente necesaria una
etapa de dilucidn antes del relleno del cartucho. Las matrices liquidas (leche, zumo de frutas,
vino, etc.) pueden llenarse directamente o después de una dilucién adecuada en el cartucho.

En una etapa adicional, el usuario rellena el cartucho con el extracto o la solucién de
muestra y cierra el cartucho. Se incorpora a continuacion el cartucho a un aparato de lectura. El
aparato de lectura contiene una bomba qﬁe bombea aire al cartucho y asi transporta la
solucion desde la entrada de muestra a la cdmara de reaccion, donde se humedece la
almohadilla de reactivos alli aplicada.‘

En el humedecimiento de la almohadiila de reactivos, se liberan de la almohadilla de
reactivos los anticuerpos con la ayuda del extracto y se mezclan entonces con el extracto.

El tiempo de incubacién del extracto en la almohadilla de reactivos asciende
preferiblemente a 1 a 20 min, con especial preferencia a 3 a 7 min. La bomba bombea
entonces de nuevo aire al cartucho y desplaza asi el volumen de liquido a la camara de
deteccion por el biochip PWG. De nuevo, se realiza una etapa de incubacion que dura
habitualmente 1 a 100 min, preferiblemente 5 a 15 min.

Preferiblemente, se termostatiza el cartucho durante el procedimiento a una temperatura
que asciende preferiblemente a 20 a 37°C, con especial preferencia a 25°C.

Después de la incubacién de los anticuerpos marcados sobre el biochip PWG, se acopla
un rayo laser en la rejilla dptica. Mediante la iluminacién plana del biochip PWG, se excitan los
anticuerpos marcados para fluorescencia. Con la ayuda de una camara y un filtro de
fluorescencia adecuado, se recoge una imagen de fluorescencia del biochip.

Un software de evaluacion de imagenes, que esta instalado en el ordenador del aparato

de lectura, determina entonces la intensidad de fluorescencia de las zonas de medida del
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ensayo de micotoxina y de control. Mediante la divisién de la intensidad de fluorescencia de la
zona de medida del ensayo de micotoxina entre el valor medio de las intensidades de
fluorescencia de las zonas de medida del ensayo de control adyacentes en direccion de la luz
de excitacion, se obtiene una intensidad de fluorescencia referenciada de la zona de medida
del ensayo de micotoxina.

La referencia cuantitativa entre las intensidades de fluorescencia referenciadas de la
zona de medida del ensayo de micotoxina y la concentraciéon de una micotoxina en la solucién
que se ha pipeteado al cartucho, se establece habitualmente mediante la toma de curvas de
calibracién. Las referencias mateméticas' resultantes se almacenan en el ordenador del aparato
de lectura,

En caso de medir una muestra, se establece la intensidad de fluorescencia referenciada
después de la toma de ia imagen de fluorescencia y se calcula por referencia a la curva de
calibracion la correspondiente concentracién de micotoxina. El valor de micotoxina se
representa sobre la pantalla del aparato de lectura.

El dispositivo segun la invencién y el procedimiento segun la invencion se ilustran
detalladamente mediante los siguientes ejemplos y figuras, sin limitarse a los mismos.

Figuras:

Fig. 1: Construccion de la matriz de micotoxina

Fig. 2: Cenfiguracion del cartucho

Fig. 3: Vista lateral del biochip PWG

Fig. 4: Dimensiones del biochip PWG.

Numeros de referencia:

1 cartucho
2 entrada

3 canal
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4 camara de rectivos con aimohadilla de reactivos

6 biochip PWG

7 rejilta
8 placa de vidrio
9 capa de guia de onda

10 monocapa de dodecilfosfato/capa adhesiva

11 puntos de referencia/ensayo de control

12 puntos de conjugados de micetoxina-BSA/inmunoensayo
13 puntos de referencia/ensayo de control

14 BSA

El cartucho (1) estd compuesto por un cuerpo estructurado en el que se han
incorporado canales y cavidades.

Se produjo el cartucho seguin la invencion, por ejemplo, en un procedimiento de moldeo
por inyeccion. El cuerpo estd compuesto por una placa de polioximetileno (POM) negre en el
que se han abierto y taladrado los canales y camaras.

El cartucho (1) comprende una entrada (2) para la alimentacién de un liquido de
muestra con los analitos a detectar a una camara de muestra del cartucho (1), una camara de
reactivos con una almohadilla de reactivos (4) a la que se transporta el liquido de muestra por
un canal (3), y una cdmara de deteccién (5) a la que se transporta el liquido de muestra por
otro canal (3), y comprende un biochip PWG (6).

En la cdmara de reactivos (4), se encontraban anticuerpos marcados con un colorante
de fluorescencia, que son especificos de las micotoxinas del liquido de muestra, y anticuerpos
marcados que son especificos de fluoresceina, impregnados sobre la almohadilla de reactivos.

Tanto el biochip PWC (6) como la almohadiila de reactivos se fijaron entre dos laminas

de policlefina a las placas de POM, que servian también como laminas de cierre para el seliado
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del cartucho de ensayo. La lamina de cierre superior era de 180 pm de grosor y su lamina de
cierre inferior era de 80 ym de grosor.

La lamina inferior presentaba en la zona del biochip PWG (6) una ventana que
garantizaba un acceso libre a la regién de medida de! biochip (6).

Se incorpord el liquido de muestra al inicio del ensayo por la entrada (2) a la camara de
muestra y se cerrd herméticamente la entrada (2) con una tapa adecuada. Con la ayuda de la
unidad de transporte, se incorpord por la entrada un volumen de aire definido al cartucho (1).
Este volumen de aire desplazd al liquido de muestra de modo que circul6 por la camara de
reactivos (4} y humedecié completamente la almohadilla de reactivos.

Mediante la conduccion del liquido de muestra a la camara de reactivos (4), se
disolvieron los anticuerpos, se mezclaron con el liquido de muestra y formaron una unién
especifica con las micotoxinas contenidas en el liquido de muestra (conjljgado micotoxina-
anticuerpo). A este respecto, se saturaron los sitios de unién libres del anticuerpo con
cantidades crecientes de micotoxinas en el liquido de muestra.

Después de un cierto tiempo de residencia (10 minutos) a una temperatura de 25°C, se
transporté el liguido de muestra que contiene conjugados de micotoxina-anticuerpo y los
anticuerpos para fluoresceina en la siguiente etapa a la ca&mara de deteccion (5).

En la camara de deteccion (5), se detectd el desarrollo o el punto final de Ia reaccién de
verificacion bioquimica.

La camara de deteccion (5) se rellené completamente con el liquido de muestra. El
sistema de canales se ventilé completamente. La ventilacion completa del sistema de canales
tuvo lugar por los orificios de ventilacién que estaban aplicados a la lamina de cierre superior.

La camara de deteccion (5) comprendia un biochip PWG (6). El biochip PWG (6) esta
representado esquematicamente en vista en planta en la Fig. 2 y en la Fig. 3

esquematicamente en vista lateral.
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El biochip PWG (6) en la cdmara de deteccion (5) estaba compuesto por una placa de
vidrio (8) de 10 mm x 12 mm con un grosor de 0,7 mm (12,0 + 0,05 mm x 10,0 + 0,05 mm x
0,70 + 0,05 mm). En un lado del biochip PWG (8) se encontraba una capa guia de onda fina (9)
de 155 nm de Ta,0s (pentoxido de tantalio). La zona de medida del chip estaba compuesta por
una zona cuadrada central de 10 mm x 6 mm. Paralelamente a esta zona de medida, se
encuentra una banda falciforme de 500 pm de ancho: la rejilla (7) para el acoplamiento de la luz
de excitacion. La exactitud de la colocacion de la rejilla (7) con los lados ascendia a + 0,05 mm.
La profundidad de rejilla ascendfa a 18 nm y el periodo de rejilla a 318 nm, con un ciclo de
trabajo de 0,5.

Sobre el biochip PWG (6) se aplicé una monocapa de dodecilfosfato como capa
adhesiva (10). Sobre la capa adhesiva (10), se encontraban inmovilizados por
adsorcidn/anadidos por goteo conjugados de micotoxina-BSA en forma de un inmunoensayo
{12) en forma de filas de puntos paralelas a la rejilla dptica (matrices). Por encima y por debajo
de cada fila de puntos de conjugados de micotoxina-BSA (inmunoensayo (12)), se encontraba
una fila de puntos de BSA-fluoresceina (ensayo de control/puntos de referencia (11, 13)) (Fig.
1). La superficie libre entre el inmunoensayo (12) y el ensayo de control estaba bloqueada con
BSA (14) {(pasivacion).

En la camara de deteccion (5), los conjugados de micotoxina-anticuerpo, y
eventuaimente anticuerpos con sitios de unién libres, asi como los anticuerpos para
fluoresceina del inmunoensayo (12), acceden a los conjugados de analito-BSA o del ensayo de
controf (11, 13) inmovilizados sobre el biochip PWG (6). Los anticuerpos con sitios de union
libres formaban una unién especifica con los correspondientes conjugados de analito-BSA
inmovilizados.

Cuantos mas anticuerpos con sitios de unién libres estaban presentes en la solucion, es

decir, cuanto menor proporcion del correspondiente analito hubiera en el liquido de muestra,
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mas se unian los anticuerpos marcados con un colorante de fluorescencia sobre el biochip
PWG. Los anticuerpos saturados con analitos en el Hquido de muestra permanecian en
salucion.

Mediante el acoplamiento de radiacion electromagnética con el biochip PWG (6), podian
excitarse para fluorescencia los anticuerpos unidos a los conjugados de analito-BSA
inmovilizados y marcados con un colorante de fluorescencia en campo evanescente de la guia
de onda. Los anticuerpos que se encontraban en solucién y marcados con un colprante de
fluorescencia no se excitaban en este sentido. De este modo, se conseguia una cuantificacién
indirecta de las micotoxinas contenidas en el liquido de muestra.

Mediante ia division de la intensidad de fluorescencia del punto de micotoxina entre el
valor medio de las intensidades de fluorescencia del punto de referencia, se obtuvo una
intensidad de fluorescencia referenciada def punto de micotoxina.

La referencia cuantitativa entre las intensidades de fluorescencia referenciadas del
punto de micotoxina y la concentracion de una micotoxina en ia solucién que se ha pipeteado
en el cartucho se establecidé mediante la toma de curvas de calibracion. Las relaciones
matematicas resultantes se almacenaron en el ordenador del aparato de lectura.

Ejemplo 1

Fabricacion de cartuchos para ta determinacién de desoxinivalenol {DON) en un biochip PWG

Se limpiaron 24 biochips PWG (Unaxis, Liechtenstein) de medidas exteriores 10 mm x
12 mm de apariencia vitrea con una capa (155 nm) de pentdxido de tantalio en la que se habia
inscrito una rejilla optica (profundidad de rejilla 18 nm) y se recubrieron con dodecilfosfato. Con
la ayuda de un dispensador de tipo Nanoplotter (Ge-SiM, Alemania), se aplicaron conjugados
de desoxinivalenol y seroalbimina bovina (DON-BSA, Biopure, Austria), asi como conjugados
de seroalbumina bovina y fluoresceina (BSA-FITC, Sigma, Alemania) sobre el biochip. Los

puntos se aplicaron en forma de filas alternadas respectivamente de 16 puntos de conjugado
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de BSA-FITC y puntos de conjugado de BSA-DON sobre el biochip PWG, de modo que las filas
se dispusieran respectivamente de forma paralela a la rejilla optica. Se dejaron secar los
puntos y se trataron a continuacién con una soluciéon acuosa de BSA nebulizada. Se lavé el
biochip PWG y se dejo secar a continuacién. Se pegaron los biochips PWG a los cartuchos con
cinta adhesiva de doble cara. Los cartuchos contenian una cdmara de muestra para la toma de
muestra, una camara de reactivos con una almohadilla de fibra de vidrio y una camara de
deteccion para el biochip PWG. Las cdmaras estaban unidas entre si por canales. Se impregné
el material de fibra de vidrio con soluciones de concentraciones nanomolares de anticuerpos
que estaban marcados con el colorante de fluorescencia DY-647 (Dyomics, Alemania),
usandose anticuerpos monoclonales contra desoxinivalenol y fluoresceina. Se disolvieron los
anticuerpos en un tampén que contenia PBS (= solucién salina tamponada con fosfato), 0,1%
de ovoalbumina, 0,05% de Tween y 5% de sacarosa. Se secaron las almohadillas de reactivos
obtenidas a vacio y a continuacién se estamparon en los cartuchos. Se cerraron los cartuchos
por ambos lados con laminas de cierre para impermeabilizar los canales.
Ejemplo 2
Toma de una curva patrén {curva de calibracion) para la cuantificacién de DON

Se prepararon soluciones de DON a concentraciones que alcanzaban de 0 a 6000 ppb
y se rellenaron 17 cartuchos separados respectivamente con 200 pl de solucion. Se cerraron
los cartuchos y a continuacion se incorporaron al aparato de lectura MyTolab (Bayer
Technology Services, Alemania). Se ajustd el aparato de lectura de modo que la unidad de
transporte interna del aparato transportara el liquido incorporado al cartucho en primer lugar a
la almohadilla de reactivos y, después de 5 min de tiempo de preincubacién, a la camara de
deteccion. Se mantuvo la temperatura constante a este respecio a 25°C. Después de 10 min de
tiempo de incubacién en la camara de chip, se realiz6 el acoplamiento del laser con la rejilla

Optica del biochip PWG. Se tomé una imagen de fluorescencia por cada biochip PWG individual
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a un tiempo de integracién de 2 a 3 s. Se dividieron las intensidades de fluorescencia obtenidas
para cada punto de DON entre el valor medio de las intensidades de flucrescencia de los
puntos de BSA-FITC situados por encima y por debajo del punto de DON respectivo. Se
establecieron los valores medios de las intensidades de fluorescencia asi referenciadas de los
16 puntos de DON. Se ajustaron las intensidades de fluorescencia referenciadas dependientes
de la concentracion obtenidas con la ayuda del programa informético Origin 7G (Origin Lab
Corporation, EE.UU.) mediante un ajuste sigmoideo.

Ejemplo 3

Medida de DON en muestras de trigo contaminado artificialmente

Se molieron granos de trigo y se afiadio a la harina resultante una cantidad conocida de
una solucion de DON, que se dejé secar. La muestra homogeneizada contenia 888 mg/kg
{ppb} de DON. Se extrajeron 5 g de muestra de harina con 25 m! de metanol al 70% agitando
intensamente durante 3 min. Se dejo sedimentar el extracto y se diluyo el sobrenadante con
tampén en relacion 1:3. Se rellenaron 7 distintos cartuchos con el extracto diluido. Se midieron
los cartuchos a continuacidén como se describe anteriormente en el aparato de lectura MyfoLab
y se establecieron las intensidades de fluorescencia referenciadas de los puntos de DON. En
relacion con la curva patrén descrita anteriormente, se establecieron las concentraciones de
DON, obteniéndose los valores de 1042, 757, 710, 660, 431, 7:28 y 984 pph. El valor medioc de

la determinacion de DON ascendié a 760 ppb con una desviacién estandar porcentual de un

27%.

3.
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REIVINDICACIONES
1. Cartucho para la verificacién y para el andlisis cuantitativo de analitos en un liquido de

muestra, que incluye un cuerpo estructurado en el que estan incorporadas cavidades que estan

unidas entre si por canales, presentando el cartucho al menos una entrada para la introduccion

del liquido de muestra que contiene analitos, al menos una camara de reactivos y al menos una
camara de deteccion, en el que

a. estan ubicadas en forma seca en la camara de reaccién una o varias sondas de analito
marcadas para la reaccion con los analitos del liquido de muestra y una o varias sondas de
referenciacion marcadas para la reaccidén con un antigeno de referenciacion,

b. el suelo de la camara de deteccion es una guia de onda de capa fina que comprende
una primera capa Opticamente ftransparente (a)} sobre una segunda capa 6pticamente
transparente (b) que presenta un indice de refraccion menor que la capa (a), en la que en la
capa (a) o (b) esta incorporada una rejilla éptica que esta orientada perpendicularmente a la
ruta de una luz de excitacion, que mediante la rejilla dptica se acopla en la guia de onda de
capa fina,

c. sobre la superficie de la guia de onda de capa fina estan aplicados un inmunoensayo en
forma de una coleccién de sustancias de asociados de unién para analitos y/o para sondas de
analitos inmovilizado§ en filas de zonas de medida separadas espacialmente y un ensayo de
control independiente que incluye el antigeno de referenciacién inmovilizado y

d. las filas respectivas estan orientadas paralelamente a la rejilla optica y se encuentra una

fila de ensayo de control en la direccién de la luz de excitacién por encima y por debajo de

cada fila del inmunoensayo.

2. Cartucho segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el antigeno de referenciacion

tiene un peso molecular similar al del analito, la sonda de referenciaciéon presenta propiedades
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de union similares a las de la sonda de analito, el ensayo de control no muestra reactividad

cruzada con el inmunoensayo y el antigeno de referenciacion no aparece en la matriz

investigada.
3. Cartucho segun una de las reivindicaciones 1 0 2, en el que las sondas de analito son
anticuerpos.
4, Carlucho segun la reivindicacién 1 a 3, caracterizado porque los analitos son
micotoxinas.
5. Cartuchos segun la reivindicacién 4, en los que en el ensayo de control el antigeno de

referenciacion es < 1000 g/mol.

6. Cartucho segun una de las reivindicaciones 4 o 5, en el que el antigeno de

referenciacion es fluoresceina.

7. Cartucho segln una de las reivindicaciones 4 a 6, en el que el inmunoensayo contiene

conjugados de micotoxina-proteina y/o el ensayo de control conjugados de molécula de control-

proteina.

8. Procedimiento para el andlisis cuantitativo de analitos que comprende las siguientes
etapas:

a. extraccion opcional de los analitos de una matriz en un liguido de muestra,

b. realizacion del ensayo en el cartucho segun una de las reivindicaciones 1 a 7, en la que

después de la introduccion de! liquido de muestra al cartucho, se transporta el liquido de
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muestra a la camara de reactivos y se mezcla o se hace reaccionar con las sondas marcadas
alli aplicadas, y entonces

c. transporte del liquido de muestra a la camara de deteccidn y reaccion de los analitos y/o
de las sondas marcadas con el inmunoensayo y ensayo de control, seguido de

d. iluminacion de la guia de onda de capa fina para la excitacion de las sondas marcadas
del inmunoensayo y del ensayo de control para la fluorescencia y toma de una imagen de
fluorescencia, y entonces

e. calculo de las intensidades de fluorescencia referenciadas del inmunoensayo mediante
el ensayo de control, en el que la intensidad de fluorescencia referenciada de cada zona de
medida de! inmunoensayo se calcula mediante la divisibn de la intensidad de fluorescencia de
la zona de medida del inmunoensayo entre el valor medio de las intensidades de fiuorescencia
de las zonas de medida del ensayo de control adyacentes en la direccién de la luz de
excitacion, y

f. calculo y visualizacion de los valores de analitos por referencia a una curva de

calibracion.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que el cartucho se termostatiza durante el

procedimiento a una temperatura de 20 a 37°C.

10. Procedimiento segln una de las reivindicaciones 8 o 9, en el que la duracion de la
reaccion asciende en la etapa b. a 1 a 20 min y/o la duracién de la reaccién en la etapa c.

asciende a 1 a 100 min.

11. Uso del cartucho segun una de las reivindicaciones 1 a 7 y del procedimiento segan una

de las reivindicaciones 8 a 10 para la verificacion y para el analisis cuantitativo de micotoxinas.
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Dispositivo y procedimiento para la_verificacién_y para el analisis cuantitativo de

analitos, particularmente micotoxinas

Resumen
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Fig. 3

La presente invencién se refiere a un dispositivo y a un procedimiento para la
verificacion y para el andlisis cuantitativo de analitos y a su uso para la verificacion y para el

andlisis cuantitativo de micotoxinas.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Industria v Comercio

Industria g | 2884- -00000-00
DTERINTENRENGIA Fecha: 2011 10437 12:41:21 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYI] Eve: 378 FASENACIONAL
- Act 411 PRESENTACION  Follos: 38
PATENTE DE INVENCION [ | MODELO L

indicacion que se solicita una patenie.

Datos de identificacién del solicitante ¢ de la persona que presenta la soliciiud
Descripcién de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

EEERN

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa J Incompleta L—_|

PATENTE/E/INVENCION PCT MODELO DE UTILIDAD PCT l:l Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

Indicacion que se salicita una PCT )
Copia de la solicitud en espariol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
rejvindicatorio, resumen) )

lf Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa Incompleta |:|

DISENO INDUSTRIAL | | (Art. 119 Decisién 486/00)

I:I Indicacion que sa solicita Disefio industrial
l:l Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muesira del material que incorpora el
D disefio
I:I Comprobanie de pago de las tasas establecidas
Completa [] Incompleta |:|
ESQUEMA DE TRAZADO D {Art. 52 Decision 486/00)

Indicacidn que se solicita un esquema de {razado

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacian grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompieta D

HRNRERE

PI02-703 (2008-11-18)




