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DESCRIPCION

DISPOSITIVO DIFRACTIVO DE ANALISIS QUIMICO Y BIOLOGICO

OBJETO DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencién es un dispositivo difractivo de analisis quimico y biolégico

basado en receptores estructurados sobre guias de onda.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las técnicas de analisis quimico y biolégico juegan un papel fundamental en multitud de
areas clave en los estandares de vida actuales, tales como el diagnéstico clinico, el analisis
medioambiental, la seguridad alimentaria, el control de calidad en la industria, y la

innovacion cientifica, entre muchas otras.

Actualmente la sociedad demanda sistemas baratos, compactos, sencillos, sensibles y
robustos que permitan llevar a cabo analisis quimicos y biolégicos in situ, fuera de
laboratorios y hospitales, y por usuarios no especializados. Algunos ejemplos destacados de

estos sistemas de analisis son los medidores de glucosa y las pruebas de embarazo.

En el marco particular de la presente invencién, existen en la actualidad tres lineas relativas
al desarrollo de dispositivos destinados al analisis quimico y biolégico que cabe mencionar.
En primer lugar, los biogratings (Anal. Chem. 2017, 89, 9002-9008; Anal. Chim. Acta 2018,
1033, 173-719; Sensors 2018, 18, 3163), que son redes difractivas de bioreceptores

dispuestas sobre superficies sélidas no estructuradas.

Estas redes se interrogan mediante diffraction-based sensing, que se basa en irradiar los
biogratings en el espacio libre (radiacidon no guiada) y registrar la intensidad de los érdenes

difractados en el espacio libre para cuantificar la magnitud de la biointeraccion.

La segunda es la que se describe en el documento US 2016/0139115 A1, y que consiste en
crear biogratings dispuestos segun una estructura de lente de Fresnel sobre una guia de

ondas plana, de forma que interaccionan con la radiacién guiada para difractar en el espacio
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libre segun un patrén difractado definido por un punto, cuya intensidad esta vinculada con la

biointeraccién de interés.

Por otra parte, dentro de esta segunda linea, el documento US 2019/0017938 A1 describe el
mismo principio, con la diferencia de que el biograting acopla el haz incidente a la guia de

ondas plana, en lugar de desacoplarlo al espacio libre.

La tercera linea son los fiber Bragg gratings (FBGs) y long-period fiber gratings (LPGs)
(Anal. Bioanal. Chem. 2015, 407, 3883-3897; Nanophotonics 2017, 6, 663—-679; Anal.
Chem. 2016, 88, 203-227). En ambos se irradian fibras opticas para grabar en su nucleo
variaciones periodicas de indice de refraccidon capaces de interaccionar con el haz incidente

segun las leyes de Bragg.

En su aplicacién bioanalitica se disponen capas no estructuradas de receptores sobre los
FBGs y LPGs, comunmente sobre una capa de oro introducida para generar fenémenos

plasmaonicos.

Por ultimo, en el documento W099/54714A1 se describe un dispositivo 6ptico integrado de
guia de onda que comprende una capa transmisora de luz y un elemento activable dividido
en varios segmentos. Distintos grupos de segmentos muestran indices refractivos
diferentes, o materiales de diferente grado de activacion. Este dispositivo se puede utilizar

como sensor, modulador o espectrémetro.

En cualquier caso, existen una serie de aspectos que estas tres lineas no consiguen
resolver. En primer lugar, existe la necesidad del desarrollo de sistemas sin marcaje (label-
free) para analisis cuantitativo en entornos no especializados. En segundo lugar, la mayoria
de estas tecnologias no son capaces de discriminar las contribuciones de sefal generadas
por interacciones inespecificas, por lo que no existe la posibilidad de analizar muestras

reales complejas de forma selectiva y minimizando las etapas de preparacién de muestra.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

El dispositivo difractivo de analisis quimico y biolégico objeto de la presente invencion aporta

soluciones a estos aspectos todavia por resolver en el campo de los analizadores quimicos
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y bioldgicos, como el desarrollo de sistemas sin marcaje (label-free) para analisis

cuantitativo en entornos no especializados.

Este dispositivo permite también medir interacciones biomoleculares en tiempo real (real-
time), registrar multitud de analisis en una Unica medida (multiplexing), y presenta un gran
potencial para concebir analizadores miniaturizados (lab-on-a-chip), compactos y portables
(point-of-care).

Resuelve ademas problemas de adsorcién inespecifica en el analisis de muestras complejas
(sangre, suero, saliva, etc.). A diferencia de la mayoria de las tecnologias presentes en el
estado del arte, puede discriminar las contribuciones de sefal generadas por interacciones
inespecificas. Esto permite analizar muestras reales complejas de forma selectiva y

minimizando las etapas de preparacion de muestra.

Ademas, es un dispositivo miniaturizable e integrable en sistemas de telecomunicaciones, y
es simple, compatible con materiales y dispositivos baratos y tecnoldégicamente disponibles,

lo que le otorga la capacidad de ser implementado en dispositivos de mano.

Concretamente, el dispositivo objeto de la presente invenciéon comprende una guia de onda,
preferentemente una guia de onda plana integrada en un sustrato o una fibra 6ptica, con
una entrada en un extremo, una salida en el extremo opuesto, y una zona de ensayo en su

parte central, sobre la que se posiciona un elemento de reconocimiento.

La composicién quimica de la guia de onda puede ser de vidrio, vidrio dopado, silicio, silicio

dopado, o polimeros, como el polimetilmetacrilato o el poliestireno, entre otros materiales.

El elemento de reconocimiento, comprende una red de receptores que se dispone sobre la
zona de ensayo. La red de receptores es un conjunto de elementos, como pueden ser
moléculas organicas, biomacromoléculas, microorganismos o0 compuestos sintéticos
biomiméticos, estructurados segun una red de difraccion que cumple las condiciones de
Bragg. La red de receptores estd destinada a interaccionar de forma selectiva con

compuestos diana, presentes en una muestra que se va a analizar.

Concretamente, la red de receptores podria ser un conjunto de anticuerpos, enzimas,
proteinas, acidos nucleicos, polimeros de impronta molecular, polisacaridos, complejos

proteina-hapteno, moléculas organicas, bacterias, virus o tejidos.
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Los compuestos diana con los que interaccionan la red de receptores pueden ser
metabolitos, drogas, farmacos, contaminantes, biomarcadores, patégenos, armas quimicas,

armas bioldgicas o agentes alergénicos.

La red de receptores esta distribuida sobre la zona de ensayo de la guia de onda formando
unas zonas de receptores inmovilizados que se alternan con unos huecos sin receptores.
Esta estructura de zonas de receptores inmovilizados y huecos se distribuye periédicamente
a lo largo de la zona de ensayo. La morfologia y dimensiones de esta estructura es tal que

cumple las condiciones de Bragg.

La sensibilidad analitica de este dispositivo aumenta con varios parametros y, en particular,
con la longitud de la zona de ensayo sobre la que se distribuye la red de receptores,
propiedad que permite adecuar la sensibilidad del dispositivo a la requerida para cada
aplicacion.

La red de receptores puede fabricarse mediante técnicas como la estampacién por micro

contacto, fotolitografia, interferencia de haces laser o técnicas holograficas.

La inmovilizacion de la red de receptores sobre la zona de ensayo puede hacerse mediante
fisisorcién o procesos de anclaje covalente como acoplamiento tiol-eno o la reaccion de

carbodiimidas.

Dicha inmovilizacion puede requerir de una etapa previa de activacion/funcionalizaciéon de la
zona de ensayo, tales como irradiacion ultravioleta, tratamiento de organosilanos o
tratamiento con ozono. Asimismo, la inmovilizacién de la red de receptores puede hacerse
mediante la utilizacién de compuestos como hidrogeles, proteinas A y G, avidina o

strepvidina o productos biotinilados.

El elemento de reconocimiento puede comprender adicionalmente unos agentes
bloqueantes que se posicionan en los huecos sin receptores. Los agentes bloqueantes
mejoran las prestaciones analiticas del dispositivo. Los agentes bloqueantes pueden ser, por

ejemplo, proteinas, surfactantes o glicoles.
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Por otra parte, el dispositivo comprende también una fuente de radiacién electromagnética,
que emite un haz incidente hacia la entrada de este, propagandose el haz incidente a traves

de la guia de onda.

El haz incidente interacciona con el elemento de reconocimiento, que lo difracta segun las
condiciones de Bragg, generandose un haz reflejado y un haz transmitido. El haz reflejado

sale por la entrada de la guia de onda y el haz transmitido por la salida de la guia de onda.

La fuente de radiacién genera una radiacion electromagnética, preferentemente en el
espectro ultravioleta, visible o infrarrojo, que puede ser monocromatica o policromatica.
Algunos ejemplos de fuentes de radiacion podrian ser laseres, fuentes supercontinuas,

diodos LED, lamparas incandescentes y lamparas halégenas.

Para analizar ambos haces, el dispositivo comprende al menos un analizador 6ptico capaz

de registrar los parametros de los haces de radiacion electromagnética.

El analizador éptico se posiciona entre la fuente de radiacion y la entrada de la guia de onda
y esta destinado a registrar los parametros opticos del haz reflejado. El analizador también
se puede posicionar a la salida de la guia de onda y destinarse a registrar los parametros

opticos del haz transmitido.

Los analizadores 6pticos pueden ser espectrofotdmetros, analizadores de espectros 6pticos,

fotodiodos o camaras CMOS.

Algunos de los parametros oOpticos de interés a medir por los analizadores 6pticos son la

longitud de onda, la frecuencia, la amplitud, la intensidad o la fase de los haces.

Para poder analizar una muestra de interés, esta debe entrar en contacto con la zona de
ensayo. Los compuestos diana presentes en la muestra interaccionan con la red de
receptores, modificando esta interaccion la cantidad de materia presente en las zonas de
receptores respecto de los huecos, lo que repercute en las magnitudes Opticas del haz

reflejado y/o del haz transmitido.

De esta manera, a través de la medida de los parametros 6pticos del haz reflejado y/o del

haz transmitido, se pueden cuantificar los parametros quimicos y bioldgicos de interés

6
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analitico relacionados con los receptores, con los compuestos diana y/o con la interaccion

entre ambos.

Algunos parametros quimicos y bioldgicos de la muestra que se pueden analizar haciendo
uso de la presente invencidén son la concentracion del compuesto diana en la muestra, la
actividad del compuesto diana, la densidad superficial de los receptores, la actividad de los
receptores, y las constantes cinéticas y termodinamicas involucradas en la interaccién entre
los receptores y los compuestos diana.

Adicionalmente el dispositivo puede comprender un primer dispositivo optico situado entre la
fuente de radiacion y la entrada de la guia de onda y un segundo dispositivo optico,

posicionado a la salida de la guia de onda.

Ambos dispositivos 6pticos modifican las propiedades Opticas de los haces de radiacion
para adecuar su acoplamiento y guiado a través de la guia de onda, su interaccién con el
elemento de reconocimiento y/o posterior registro en los analizadores Opticos. Los
dispositivos oOpticos pueden también estar destinados a discriminar los haces que se

propagan por la guia de onda.

El primer dispositivo optico y el segundo dispositivo éptico pueden ser controladores de
polarizacién, polarizadores, atenuadores, monocromadores, circuladores, acopladores,
redes de Bragg o redes de periodo largo, asi como también integrar mas de uno de estos

elementos.

La guia de onda puede presentar morfologias diferentes en partes o en toda su extensiéon
para adecuar la propagacion de los haces y su medida, y puede estar formado por una o

multiples capas.

El dispositivo puede comprender adicionalmente unos recubrimientos que se sitian sobre la
guia de onda. Los recubrimientos pueden comprender una o varias capas que confieren
propiedades mecanicas a la guia de onda y mejoran la respuesta optica adecuando la

propagacion de los haces de radiacién a través del mismo.

Parte de la radiacién emitida por la fuente de radiacién se propaga por la guia de onda, asi
como por su superficie, interaccionando con el elemento de reconocimiento. Para facilitar

esta interaccion tanto la guia de onda como el recubrimiento pueden presentar

7
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modificaciones, como podrian ser alteraciones en la morfologia y composicién de la guia de

onda y del recubrimiento.

El dispositivo objeto de la invencion puede estar posicionado sobre un soporte que sustente
a todos los elementos que lo conforman y que adicionalmente puede comprender sistemas
fluidicos (bombas, canales, camaras, etc.) para automatizar el manejo de muestras y

disoluciones.

El dispositivo permite la multiplexacion mediante la incorporacion en la zona de ensayo de
varios elementos de reconocimiento ubicados en serie y estructurados cada uno con redes
de difraccion de diferente periodo. De esta forma cada elemento de reconocimiento
producira una senal en reflexién y en transmision localizadas en zonas diferentes del

espectro optico, lo que permite su identificacion univoca.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcién que se esta realizando y con objeto de ayudar a una mejor
comprensidn de las caracteristicas de la invencién, de acuerdo con un ejemplo preferente de
realizacion practica de la misma, se acompafa como parte integrante de dicha descripcion, un
juego de dibujos en donde con caracter ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo

siguiente:

Figura 1.- Muestra un esquema general de una primera realizacion del dispositivo difractivo

de analisis quimico y bioldgico.

Figura 2.- Muestra un esquema en detalle de la red de receptores del elemento de

reconocimiento.

Figura 3.- Muestra un esquema en detalle del elemento de reconocimiento cuando

comprende ademas los agentes bloqueantes.

Figura 4.- Muestra un esquema general de una segunda realizacion del dispositivo difractivo de

analisis quimico y biolégico.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

8
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A continuacién se describe, con ayuda de las figuras 1 a 4, un ejemplo de realizacién del

dispositivo difractivo de analisis quimico y biolégico.

El dispositivo (18) objeto de la presente invencién, que se muestra en la figura 1 en una
primera realizacion, comprende una guia de onda (1) que es una guia de onda (1) plana
integrada en un sustrato, y que comprende una entrada (19) en un extremo, una salida (20)
en el extremo opuesto y una zona de ensayo (2). Sobre la zona de ensayo (2) se posiciona

un elemento de reconocimiento (3).

En una segunda realizacion de la invencion, que aparece en la figura 4, la guia de onda (1)
es una fibra cilindrica y el elemento de reconocimiento (3) se posiciona envolviéndolo en la
parte que abarca la zona de ensayo (2), siendo la guia de onda (1) y el elemento de

reconocimiento (3) concéntricos.

Concretamente, en esta segunda realizacién, la guia de onda (1) es una fibra optica
monomodo de 125 micrémetros de diametro. La zona de ensayo (2) se genera mediante el
estrechamiento de la guia de onda (1) hasta un diametro de entre 1 y 5 micrometros. El
estrechamiento se realiza de forma mecanica combinando estiramiento con el calentamiento

con una llama.

Por su parte, el elemento de reconocimiento (3) comprende una red de receptores (11) que
se dispone sobre la zona de ensayo (2) de la guia de onda (1). La red de receptores (11) se

fabrica mediante estampacién por micro contacto y se inmoviliza covalentemente.

La red de receptores (11) esta distribuida sobre la zona de ensayo (2) formando unas zonas
de receptores (13) inmovilizados que se alternan con unos huecos (14) sin receptores. Esta
estructura de zonas de receptores (13) y huecos (14) se distribuye periédicamente a lo largo
de la zona de ensayo (2). Los receptores (11) que conforman las zonas de receptores (13)

son proteinas.

El elemento de reconocimiento (3) comprende también unos agentes bloqueantes (15) que
se posicionan en los huecos (14) sin receptores. Los agentes bloqueantes (15) son

moléculas de polisorbato.
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Las zonas de receptores (13) y los huecos (14) tienen las mismas dimensiones, se
extienden de forma rectilinea en la direccion transversal a la zona de ensayo (2) con una

periodicidad de alrededor de 550 nanémetros.

Ademas, el dispositivo (18) comprende una fuente de radiacién (4), conectada a la entrada
(19) de la guia de onda (1), que emite un haz incidente (5) en direccién a la entrada (19), y
que se propaga a través de la guia de onda (1).

La fuente de radiacién (4) es una lampara SuperLed de 1,3 mW y un maximo de emision de

1550 nm, que se conecta a la guia de onda (1).

El haz incidente (5) interacciona con el elemento de reconocimiento (3) generandose un haz
reflejado (6) y un haz transmitido (7). El haz reflejado (6) sale por la entrada (19) de la guia

de onda (1) y el haz transmitido (7) por la salida (20) de la guia de onda (1).

Para realizar un analisis de una muestra liquida que contiene unos anticuerpos que
constituyen unos compuestos diana (12), se incuba dicha muestra sobre la zona de ensayo
(2), y tras la incubacion se cuantifica su concentracién a través de la informacion recogida
del haz reflejado (6) o del haz transmitido (7). En concreto, se determina la intensidad

maxima de pico del haz reflejado (6) y la intensidad minima de valle del haz transmitido (7).

Adicionalmente el dispositivo (18) comprende un primer dispositivo éptico (9) situado entre la
fuente de radiacién (4) y la entrada (19) de la guia de onda (1) y un segundo dispositivo
6ptico (16), posicionado proximo a la salida (20) de la guia de onda (1). Ambos dispositivos

6pticos (9, 16) comprenden un polarizador, un controlador de polarizacién y un circulador.

El dispositivo (18) comprende también un primer analizador 6ptico (8) y un segundo
analizador optico (17), capaces de registrar los parametros de los haces de radiacién

electromagnética.

El primer analizador (8) se posiciona entre la fuente de radiacién (4) y la entrada (19) de la
guia de onda (1) y esta destinado a registrar los parametros 6pticos del haz reflejado (6). El
segundo analizador (17) se posiciona proximo a la salida (20) de la guia de onda (1) y esta

destinado a registrar los parametros épticos del haz transmitido (7).

10



10

15

20

25

30

35

ES 2749 689 B2

Los analizadores 6pticos (8 y 17) son analizadores de espectros opticos para el intervalo

infrarrojo, conectados a la guia de onda (1) a través de los dispositivos opticos (9 y 16).

En una tercera realizacién de la invencion, se elimina lateralmente una porcion de la zona de
ensayo (2) para generar una superficie plana (D-shaped fibers), pudiendo llegar a eliminar
parte de la guia de onda (1). Este tipo de zonas de ensayo (2) pueden obtenerse mediante

pulido mecanico o mediante disolucion quimica.

Ademas, la guia de onda (1) y/o los dispositivos épticos (9 y 16) comprenden elementos
adicionales como redes de Bragg o redes de periodo largo, para modificar las propiedades
Opticas de los haces de radiacion (5, 6 y 7) y/o su interaccion con la red de receptores (11),

de forma que permita, por ejemplo, obtener respuestas épticas diferentes.

El dispositivo (18) puede comprender también diferentes elementos de reconocimiento (3),
cada uno de ellos con su respuesta Optica sintonizada a una longitud de onda distinta,
modificando el periodo de la red de receptores (11) y/o su inclinacién respecto a la guia de
onda (1), o las dimensiones de la zona de ensayo (2), de manera que presenten respuestas
espectrales diferentes y no solapadas en el haz reflejado (6) y/o transmitido (7), permitiendo

asi realizar multiples analisis diferentes en una Unica muestra.

Cuando sea necesario, se pueden unir multiples zonas de ensayo (2) en serie o en paralelo,
cada una con al menos un elemento de reconocimiento (3), estando todos ellos sintonizados
a longitudes de onda diferentes modificando el periodo de la red de receptores (11) y/o su
inclinacion respecto de la zona de ensayo (2) y/o la geometria o composiciéon de la guia de

onda (1) a lo largo de la zona de ensayo (2).

De esta forma, cada zona de ensayo (2) presenta una respuesta espectral diferente en el
haz reflejado (6) y/o el haz transmitido (7), permitiendo de esta manera realizar multiples

analisis tanto en una Unica muestra como en multiples muestras.

Haciendo uso del dispositivo (18), se puede registrar la informacion de los haces durante la
propia incubacién de la muestra, de manera que se obtiene informacion a tiempo real de los
eventos de bioreconocimiento del compuesto diana (12), a partir del cual se determina la
concentracién del compuesto diana (12) y/o las constantes de afinidad entre los receptores

(11) y el compuesto diana (12).
11
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REIVINDICACIONES

1.- Dispositivo (18) difractivo de analisis quimico y biolégico, destinado a analizar una
muestra que comprende unos compuestos diana (12), caracterizado por que comprende:

- una guia de onda (1) con una entrada (19) en un extremo, una salida (20) en el
extremo opuesto y una zona de ensayo (2), sobre la que se posiciona

- un elemento de reconocimiento (3) que comprende una red de receptores (11) que
se distribuye sobre la zona de ensayo (2) formando unas zonas con receptores (13),
que se alternan con unos huecos (14) sin receptores, estando las zonas con
receptores (13) y los huecos (14) estructurados periédicamente segun una red de
difraccidon que cumple las condiciones de Bragg, y estando el elemento de
reconocimiento (3) destinado a interaccionar con los compuestos diana (12),

- una fuente de radiacion (4), que emite un haz incidente (5) hacia la entrada (19) de la
guia de onda (1), que se propaga a través de este y es difractado por el elemento de
reconocimiento (3) cumpliendo las condiciones de Bragg, generandose un haz
reflejado (6) que sale por la entrada (19) y un haz transmitido (7) que sale por la
salida (20),

- al menos un analizador éptico (8, 17), que registra unos parametros 6pticos del haz

reflejado (6) y/o del haz transmitido (7).

2.- El dispositivo (18) de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente un primer
dispositivo éptico (9) situado entre la fuente de radiacion (4) y la entrada (19) de la guia de

onda (1), destinado a modificar los haces de radiacion (5, 6, 7).

3.- El dispositivo (18) de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente un segundo
dispositivo 6ptico (16), posicionado a la salida (20) de la guia de onda (1), destinado a

modificar los haces de radiacion (5,6 y 7).
4.- El dispositivo (18) de la reivindicacion 1 en el que la fuente de radiacion (4) es un
dispositivo seleccionado entre un laser, un diodo LED, una lampara incandescente y una

lampara halégena.

5.- El dispositivo (18) de la reivindicacion 2, en el que el primer dispositivo 6ptico (9) es un

dispositivo seleccionado entre un controlador de polarizacién, un polarizador, un atenuador,
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un monocromador, un circulador, un acoplador, una red de Bragg y una red de periodo

largo.

6.- El dispositivo (18) de la reivindicacién 3, en el que el segundo dispositivo 6ptico (16) es
un dispositivo seleccionado entre un controlador de polarizacion, un polarizador, un
atenuador, un monocromador, un circulador, un acoplador, una red de Bragg y una red de

periodo largo.

7.- El dispositivo (18) de la reivindicacion 1, en el que la guia de onda (1) es una guia de
ondas seleccionada entre una fibra dptica, una fibra éptica estrechada, una fibra dptica tipo

D-shaped y una guia Optica integrada.

8.- El dispositivo (18) de la reivindicacion 1, en el que la guia de onda (1) es de un material
seleccionado entre vidrio, vidrio dopado, silicio, silicio dopado, polimeros,

polimetilmetacrilato y poliestireno.

9.- EIl dispositivo (18) de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente unos
recubrimientos (10) posicionados sobre la guia de onda (1) que confieren propiedades

mecanicas y opticas a la guia de onda (1).

10.- El dispositivo (18) de la reivindicacion 1, en el que la red de receptores (11) es un
conjunto de elementos seleccionados entre anticuerpos, enzimas, proteinas, acidos
nucleicos, polimeros de impronta molecular, polisacaridos, complejos proteina-hapteno,

bacterias, virus y tejidos.

11.- El dispositivo de la reivindicacion 1, en el que el elemento de reconocimiento (3)
comprende adicionalmente unos agentes bloqueantes (15) que se posicionan en los huecos

(14) sin receptores.
12.- El dispositivo (18) de la reivindicacién 1, en el que el primer analizador 6ptico (8) y el

segundo analizador éptico (17) estdn seleccionados entre un espectrofotometro, un

analizador de espectros opticos, un fotodiodo y una camara CMOS.
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FIG. 3
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