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@Resumen:

Dispositivo para determinacion fluorimétrica de
aminas terciarias.

Se describe un dispositivo para la determinacion por
fluorescencia de aminas terciarias a mediante
reactivos, para ello el dispositivo va equipado con una
plancha de material transparente e incoloro, otra
plancha del mismo material y de las mismas
dimensiones sobre la que se practica un surco o
canal para que circule el fluido de la muestra
problema. Asimismo, se dispone de una véalvula que
permita regular la entrada de gas en el canal del
dispositivo junto con una bomba para introducir la
muestra en el canal del dispositivo. Se hace uso de
un tubo capilar para conducir la muestra desde la
bomba hasta la entrada del canal del dispositivo, y un
LED encargado de provocar la emision de
fluorescencia junto con un filtro éptico. Todo ello
complementado con un detector de fluorescencia y
una libra 6ptica para conducir la luz emitida hasta
este.
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DISPOSITIVO PARA DETERMINACION FLUORIMETRICA DE AMINAS
TERCIARIAS

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a un dispositivo para la determinacion por
fluorescencia de aminas terciarias utilizando el. El dispositivo esta basado en el uso
de microfluidos movidos con bomba de jeringa, sistema de iluminacion y conduccion

de la fluorescencia mediante fibra optica a detector externo al dispositivo.

ESTADO DE LA TECNICA

La deteccion mediante dispositivos portatiles de sustancias potencialmente peligrosas,
como gases toéxicos o inflamables, o de algun modo interesantes constituye una de las
principales contribuciones a construir una sociedad cada vez mas segura. Uno de los
aspectos mas interesantes de los sistemas de deteccidn portatiles es la capacidad de
aportar datos fiables en cortos espacios de tiempo. Normalmente se desea obtener el
dato de la cuantificacion de la sustancia de interés de modo instantaneo. Asi por
ejemplo la deteccidon de los niveles de CO, oxidos de nitrogeno en los gases
residuales de la combustién en calderas de calefaccion o en vehiculos se obtiene de
modo inmediato mediante la aplicacion de sondas de inmersion en el fluido. Sin
embargo, en la deteccion y determinacion de, por ejemplo, la cantidad de alcohol
etilico presente en el aliento de los conductores requiere que la persona analizada

aporte la muestra a analizar.

Las drogas y su consumo abusivo son un serio problema de salud siendo la causa de
millones de enfermedades graves o lesiones, y muchos de los principales problemas
sociales, tales como la conduccion bajo sus efectos, violencia, estrés y abuso infantil.
Ademas, la adiccion derivada de este consumo es una enfermedad croénica,
caracterizada por la busqueda compulsiva de drogas y su uso a pesar de las

consecuencias negativas asociadas al mismo.

Entre las drogas mas adictivas se encuentra la heroina, un opioide derivado de la
morfina, y que administrada via intravenosa es entre dos y cuatro veces mas potente
que la ésta. Tanto esta droga, como el resto de compuestos pertenecientes a la

familia de los opiaceos, como de forma mas general, las aminas terciarias, tienen muy
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variadas aplicaciones tales como farmacos, pesticidas y surfactantes, y por lo tanto el
desarrollo de métodos analiticos sensibles para su determinacion, especialmente en

disolucion acuosa, es un aspecto deseable.

Los dispositivos portatiles actualmente comercializados para detectar y cuantificar de
modo inmediato la presencia de drogas en medios biolégicos (DrugTest 5000, Coca-
Chip,etc.) se basan en reacciones enzimaticas que se detectan mediante
espectroscopia de absorcion electronica o UV-VIS. Los costes por cada analisis son
considerablemente elevados. Ademas, los resultados de los analisis se consideran
unicamente indiciarios a la hora de establecer posibles sanciones. A diferencia de los
dispositivos actualmente comercializados, la invencion que aqui presentamos se basa
en la deteccion de la emisién fluorescente que aparece al mezclar un kit de reactivos
en las condiciones requeridas por el dispositivo. Es bien sabido que la fluorescencia

es una técnica mucho mas sensible que la de absorcion ultravioleta visible.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencion se describe un dispositivo portatil para la determinacion de
aminas terciarias basado en la fluorescencia emitida por una muestra desaireada que
contiene el analito y los reactivos seleccionados, que pueden ser pigmentos tipo
xantenos halogenados. Las aminas terciarias son drogas como opiaceos y/o sus
derivados de tal manera que el dispositivo de la invencion se emplea para la deteccion

y/o cuantificacion de heroina en muestras.

Se presenta por tanto en este documento, un dispositivo para la deteccién y
cuantificacion de aminas terciarias que permite conocer la concentracion de amina
terciaria presente en la muestra problema a través de la emision fluorescente inducida

mediante iluminacion.

Adicionalmente, el dispositivo funciona en medio acuoso y utiliza materiales estables
por lo que es valido para la determinacion in situ de sustancias como heroina y

opiaceos, en muestras de orina y saliva.

Por lo tanto, se describe en este documento un dispositivo para la deteccion y/o
cuantificacién fluorimétrica de aminas terciarias, caracterizado por que comprende los

siguientes componentes:
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a) Una plancha lisa de material transparente e incoloro.

b) Otra plancha del mismo material y de las mismas dimensiones sobre la que se
practica un surco o canal para que circule el fluido de la muestra problema.

¢) Una valvula que permita regular la entrada de gas en el canal del dispositivo.

d) Una bomba de jeringas para introducir la muestra en el canal del dispositivo.

e) Un tubo capilar metalico flexible para conducir la muestra desde la bomba de
jeringa hasta la entrada del canal del dispositivo.

f)  Un primer LED que emita a 495 nm (verde o azul) encargado de provocar la
excitacion responsable de la emisién de fluorescencia.

g) Un filtro 6ptico que soélo permita el paso de longitudes de onda menores de 500
nm.

h) Un detector de fluorescencia.

i) Fibra optica para conducir la luz emitida hasta el detector.

i) Un receptor en el que ubicar la muestra problema durante el proceso de
iluminacion.

k) Un segundo LED de luz blanca para iluminar la muestra durante el tiempo
necesario.

I) Un tubo para desechar la muestra que ha discurrido por el canal del dispositivo

durante el proceso de medicion.

Con el dispositivo proporcionado por la presente invencion es posible detectar

principalmente aminas terciarias.

En una realizacion preferida, el material de la plancha transparente e incoloro es, por
ejemplo, vidrio, policarbonato, metacrilato, poliésteres, resinas, poliamidas,
polietilenos. En una realizacion aun mas preferida, el material de la plancha

transparente e incoloro es policarbonato.

En otra posible realizacion preferida, las dos planchas son lisas y se ensamblan con

un separador sobre el que se ha grabado el canal por el que circula el fluido.

En otra realizacién mas preferida, la valvula que regula la entrada de gas en el canal

del dispositivo puede tener control manual o automatico.



10

15

20

25

30

35

ES 2 684 868 Al

En otra realizacion aun mas preferida, se usa una bomba de jeringas o cualquier pieza
similar del mercado que se use para el mismo fin de introducir la muestra a una

velocidad determinada.

En otra realizacion todavia mas preferida, se usa un capilar, tubo o sistema para llevar

la muestra hasta el circuito.

El dispositivo de la invencién puede ir equipado con un led o cualquier otro sistema de
iluminacion que consiga la excitacion de la muestra para que se produzca una emision
de esta; mientras que se puede hacer uso de un filiro 6ptico para impedir que las

longitudes de onda a las que emite la muestra lleguen hasta esta.

El dispositivo se puede complementar con un detector de emisién de luz para recoger

la senal luminosa de la muestra a analizar.

En otra realizacion preferida, se usa cualquier tipo de fibra dptica para llevar la sefal

hasta el detector.

En otra realizacion preferida, se usa cualquier camara, cubeta, recipiente, o canal

disefiado para la irradiacion de la muestra.

En otra realizacién preferida, se utiliza un led o sistema de iluminacion que sea capaz

de irradiar la muestra y producir la reaccién quimica.

En otra realizacion preferida, se usa un tubo o cualquier sistema valido para evacuar

la muestra del dispositivo una vez concluido el analisis.

En la presente invencion se entiende por opiaceos tanto a los alcaloides naturales
procedentes del opio, como la morfina, codeina y tebaina, entre otros; como a sus
derivados semi-sintéticos como heroina y oxicodona, entre otros; y a los opioides

completamente sintéticos, tales como petidina y metadona, entre otros.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, componentes o pasos.
Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la

invenciéon se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la
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invencién. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Muestra un diagrama en el cual se aprecian los distintos componentes del

dispositivo de la invencion.

Figura 2. Muestra una grafica donde se aprecia la dependencia lineal observada en la
calibracion del dispositivo con diferentes concentraciones de fluoresceina en un rango
de 0,1 yM a 10 yM.

Figura 3. Muestra una gréfica donde se aprecia la variacion de los valores de
intensidad de emisién obtenidos en el calibrado del dispositivo en funciéon de la

concentracion de heroina.

REALIZACION PREFERENTE

En una realizacion preferente del objeto de la invencion se tiene un dispositivo (1)
para determinacion fluorimétrica de aminas terciarias mostrado en la figura 1, el cual
comprende al menos una primera plancha (2) de material incoloro y transparente a luz
en espectro visible, y una segunda plancha (3) también de material incoloro y
transparente a luz en espectro visible de aproximadamente el mismo tamafio que la
primera plancha (2) y que comprende parcialmente un canal (4) destinado a conducir
un fluido de muestra, estando ambas planchas (2,3) separadas por una lamina (5) de
material inerte dispuesta entre las dos planchas (2,3) donde dicha lamina (5)
comprende parcialmente canal (4); de tal manera que el canal (4) puede quedar
definido entre la lamina (5) y la segunda plancha ( 3). En una realizacion mas
preferida, no se dispone de Iamina (5) y el canal (4) se encuentra definido unicamente

en la segunda plancha (3).

A dicho canal (4) se encuentra asociada una valvula (6) que puede ser manual o una
electrovalvula controlada digitalmente y que esta destinada a controlar al menos la
entrada de gas en el canal (4) el cual también es el encargado de recibir una muestra

que es introducida en el mismo mediante una bomba (7), preferentemente de jeringas,
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conectada al canal (4) mediante un tubo capilar (8) preferentemente flexible que

conduce la muestra desde la bomba (7) hasta una entrada del canal (4).

Para llevar a cabo el objeto de la invencion se hace uso de un primer emisor (9) de
radiacién luminica destinado a provocar la excitacién responsable de la emision de
fluorescencia, éste puede ser un emisor tipo LED que emita radiacién luminica con
una longitud de onda de aproximadamente 495 nm, el cual se encuentra asociado a
un filtro 6ptico (10) destinado a permitir el paso de longitudes de onda menores de 500
nm, para que un detector (11) de fluorescencia asociado a una fibra optica (12) para
conducir la radiacién emitida por el primer emisor (9) hasta el detector (11) lleve a
cabo la deteccién de fluorescencia producida por la reaccion de la muestra al ser
irradiada por el primer emisor (9) ya que la muestra se tiene en un contenedor (15),
una camara o una cubeta o similar, destinado a alojar la muestra mientras ésta recibe
la radiacién por parte del primer emisor (9). El detector (11) puede encontrarse
dispuesto de manera externa al dispositivo (1) o formar parte del mismo dando lugar a

posibles configuraciones distintas segun requerimientos.

Para poder visualizar la muestra y su recorrido se dispone de un segundo emisor (13)
destinado a iluminar la muestra, el cual es de tipo LED y emite luz blanca y que se

encuentra al lado del contenedor (15).

Finalmente, y una vez realizada la determinacién de presencia de aminas terciarias y
su eventual cuantificacion, se dispone de un drenaje (14), como puede ser una
canalizacién conectada al canal (4), destinado a desechar la muestra una vez ha

discurrido por el canal (4).

A continuacion, se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que ponen de manifiesto la efectividad del dispositivo (1) de la invencion.

A menos que se indique lo contrario, los diferentes materiales, concentraciones, y
similares especificados en este documento son solo ilustrativos y no deben

interpretarse como limitantes del alcance de la invencion.

El funcionamiento basico del dispositivo (1) se tiene en una configuracion para la
deteccion y cuantificacion de aminas terciarias que permite conocer la concentracion

de amina terciaria presente en la muestra problema a través de la emisidn
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fluorescente inducida mediante iluminacién con el LED, dispositivo (1) que presenta la

valvula (6) que en esta configuracidén basica se controla manualmente.

El dispositivo (1) tiene una entrada de muestra para inyectar la muestra a analizar la
cual esta conectada mediante el tubo capilar (8) en este caso metélico a la bomba (7)

en este caso de jeringa (ver figura 1).

La muestra inyectada, impulsada por el gas, recorre el canal (4) del dispositivo (1) de
microfluidos hasta alcanzar un determinado punto en el cual la muestra se excita
mediante la luz procedente de un LED actuando como primer emisor (9), que
atraviesa el filtro optico (10) de todas las longitudes de onda superiores a 500 nm para
proceder a recoger la emisidon mediante la fibra 6ptica (12) conectada al detector (11)

de fluorescencia.

Una vez que se ha recogido el dato de la intensidad de la emisién, se impulsa la
muestra de nuevo abriendo la valvula (6) hasta que el fluido alcanza y llena la cubeta
que actua como contenedor (15) y posteriormente se detiene la impulsion del fluido
cerrando la valvula (6). Se procede a la iluminacién del contenedor (15) mediante el
segundo emisor (13) que emite luz blanca, ya que en una posible realizacién
preferente ambos se encuentran ubicados juntos. Se detiene la iluminacién y se
succiona, mediante la bomba (7) de jeringa, el fluido de la muestra hasta posicionarlo
de nuevo sobre el citado punto en el cual la muestra se excita mediante la luz
procedente de un LED. Se recoge de nuevo el dato de intensidad de emision
mediante la fibra optica (12) conectada al detector (11) de fluorescencia, y
posteriormente se abre la valvula (6) y se impulsa el fluido hasta la salida para vaciar

el circuito del dispositivo (1).

El circuito se puede lavar con agua destilada inyectada e impulsada a través todo el

recorrido tantas veces como se considere oportuno.

Calibrado del dispositivo (1) con fluoresceina.

El calibrado necesario antes de medir muestras como pueden ser orina, sangre,
suero, plasma sanguineo, sudor, saliva, o cabello, y se lleva a cabo mediante la
preparacion de varias disoluciones con distintas concentraciones de fluoresceina que

se introducen sucesivamente en el dispositivo (1) y se registran los datos de emision
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para cada una de las concentraciones. Se observa linealidad en la relacién entre

concentracion e intensidad de emision (Figura 2).

La gréfica resultante de estas medidas se ajusta a la siguiente ecuacion:
Ip=AC+B
donde I es la intensidad observada, A es la pendiente de la recta y C es la

concentracion de fluoresceina.

Calibrado del dispositivo (1) para medir concentraciones de heroina.

Se prepararon muestras que contenian heroina con un intervalo de concentraciones
desde 10"M a 5x10°M. A continuacién, la muestra se toma con una jeringa y se
inyecta en el dispositivo (1) mediante la bomba de jeringa y se sigue la secuencia

indicada anteriormente en la descripcion de la invencion.

Particularmente, la Figura 3 muestra los resultados obtenidos para el calibrado con

heroina.

La grafica resultante de estas medidas se ajusta a la siguiente ecuacion:

Ir = A(1 = 1075¢)

donde I; es la variacion de intensidad antes y después de iluminar la muestra a una
longitud de onda determinada, y C es la concentracion de heroina que hay en la

muestra.
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REIVINDICACIONES

Dispositivo (1) para determinacion fluorimétrica de aminas terciarias, caracterizado

por que comprende:

e al menos una primera plancha (2) de material incoloro y transparente a luz en
espectro visible,

e una segunda plancha (3) de material incoloro y transparente a luz en espectro
visible que comprende al menos parcialmente un canal (4) destinado a
conducir una muestra,

e una valvula (6) asociada al canal (4) y destinada a controlar la entrada de gas
en el canal (4),

e una bomba (7) destinada a introducir la muestra en el canal (4),

e un tubo capilar (8) flexible destinada a conducir la muestra desde la bomba (7)
hasta una entrada del canal (4),

e un primer emisor (9) de radiacion luminica destinado a provocar la excitacién
responsable de la emision de fluorescencia.

e un filtro 6ptico (10) asociado primer emisor (9) y destinado a permitir el paso de
longitudes de onda menores de 500 nm,

e un detector (11) de fluorescencia asociado a una fibra Optica (12) para
conducir la radiacion emitida por el primer emisor (9) hasta el detector (11),

e un contenedor (15) destinado a alojar la muestra mientras ésta recibe la
radiacion por parte del primer emisor (9),

e un segundo emisor (13) destinado iluminar la muestra, y

e un drenaje (14) conectado al canal (4) y destinado a desechar la muestra una

vez ha discurrido por el canal (4).

Dispositivo segun la reivindicacion 1 caracterizado por que adicionalmente
comprende una lamina (5) de material inerte dispuesta entre las dos planchas (2,3)
gue comprende al menos parcialmente canal (4) de tal manera que el canal (4)

gueda definido entre la lamina (5) y la segunda plancha (3).

Dispositivo segun reivindicacion 1 o 2 caracterizado por que el primer emisor (9)
esta configurado para emitir radiacion luminica con una longitud de onda de 495

nm.
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Dispositivo segun reivindicacion 1 o 2 caracterizado por que el segundo emisor

(13) esta configurado para emitir luz blanca.

Dispositivo segun reivindicacién 1 o 2 caracterizado por que la valvula (6) es una

electrovalvula controlada digitalmente.

Dispositivo segun reivindicacion 1 o 2 caracterizado por que la bomba (7) es una

bomba de jeringas.

Dispositivo segun reivindicacion 1 o 2 caracterizado por que los emisores (9,13)

son tipo LED.

Dispositivo segun reivindicacién 1 o 2 caracterizado por que el contenedor (15) es

una camara o una cubeta o similar.

Dispositivo segun reivindicacion 1 o 2 caracterizado por que el drenaje (14) es una

canalizacion.
Dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde la muestra

se selecciona de entre: orina, sangre, suero, plasma sanguineo, sudor, saliva, y

cabello.
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D02 WO 2012098241 A2 (UNIV CITY etal) 26.07.2012
D03 WO 2005111586 Al (LASER DIAGNOSTIC INSTR INTERNA et al.) 24.11.2005
D04 US 4008397 A (ZDRODOWSKI JOSEPH JOHN) 15.02.1977
D05 US 4172227 A (MCDONALD CAPERS W etal.) 23.10.1979

En D01-DO05 se divulgan dispositivos para la deteccion de drogas por técnicas de fluorimetria.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes) y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de
Patentes).

1.1. El objeto de proteccion definido en la reivindicacién independiente 1, y las dependientes 2-10, comprende unas
caracteristicas técnicas particulares que satisfacen los requisitos de novedad y actividad inventiva con respecto al
estado de la técnica, representado por los documentos D01-D05.

En dicho estado de la técnica no se ha divulgado ningin dispositivo para determinacion fluorimétrica de aminas
terciarias con las caracteristicas técnicas referidas en las reivindicaciones de la solicitud. Ademas, el dispositivo
reivindicado en la solicitud no se deduce de una manera obvia del estado de la técnica pertinente.

Por consiguiente, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-10 es nuevo e inventivo (Art. 4.1., Art. 6.1. y Art.
8.1. de la Ley de Patentes).
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