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DESCRIPCION
Estructuras para controlar la interaccién de luz con dispositivos microfluidicos
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere en general a sistemas microfluidicos, y mas especificamente, a sistemas y
procedimientos para controlar la interaccion de la luz con dispositivos microfluidicos.
ANTECEDENTES

El analisis optico de fluidos desempefia un papel importante en campos como la quimica, la microbiologia y la
bioquimica. Estos fluidos pueden incluir liquidos o gases y pueden proporcionar reactivos, disolventes, reactivos o
enjuagues para procesos quimicos o biolégicos. Si bien varios procedimientos y dispositivos microfluidicos, como los
analisis microfluidicos, pueden proporcionar plataformas analiticas econdémicas, sensibles y precisas, llevar a cabo
mediciones opticas precisas (por ejemplo, absorbancia o transmision) en un sistema microfluidico puede ser dificil.
Las mediciones 6pticas de microcanales pueden requerir, por ejemplo, procedimientos de alineacién que requieren
mucho tiempo. Ademas, el ruido dptico producido por la luz incidente en areas fuera de los canales puede degradar
la calidad de la sefial detectada a través de los canales. En consecuencia, serian beneficiosos avances en el campo
que pudieran reducir los costes, simplificar el uso y/o mejorar la deteccién 6ptica en los sistemas microfluidicos.

El documento WO 2005/072858 A1 describe un procedimiento y un dispositivo para almacenar y/o suministrar fluidos,
donde al menos un primer y un segundo fluido, tal como reactivos quimicos o bioquimicos o soluciones de lavado, se
mantienen separados entre si en un recipiente comun y se transfieren en serie desde el recipiente a un sitio de reaccion
para llevar a cabo una reaccién quimica o bioquimica predeterminada.

Ademas, el documento US2002/071788 A1 describe un microchip que comprende una pluralidad de unidades de
suministro capaces de suministrar una pluralidad de fluidos, una unidad comun proporcionada normalmente para la
pluralidad de unidades de suministro, y un paso de flujo que conecta cada unidad de suministro y la unidad comun.

Por otra parte, el documento JP H03 223674 A describe una medida para medir simultaneamente muchos elementos
con respecto a muchas muestras proporcionando una unidad de reaccion que tiene un paso provisto de al menos una
entrada de fluido y que tiene al menos una parte de fijacion de reactivo en el camino del paso en el lado corriente
abajo de la entrada de fluido.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se dirige al sistema de ensayo multiplex segun la reivindicacidon 1. Las reivindicaciones
dependientes se refieren a realizaciones preferidas.

Se describen sistemas y procedimientos para controlar la interaccién de la luz con dispositivos microfluidicos. El
objetivo de la presente descripcidn implica, en algunos casos, productos interrelacionados, soluciones alternativas a
un problema particular y/o una pluralidad de usos diferentes de uno o mas sistemas y/o articulos.

En un conjunto de realizaciones, se proporciona una serie de dispositivos fluidicos. En una realizacion en particular,
un dispositivo fluidico comprende un articulo que incluye lados opuestos primero y segundo y segmentos de canal
microfluidico primero y segundo, cada uno integrado con el primer lado del articulo. El dispositivo fluidico también
incluye una parte intermedia colocada sustancialmente entre el primer y el segundo segmento de canal microfluidico,
y un primer elemento 6ptico integrado en el segundo lado del articulo y colocado sustancialmente entre los segmentos
de canal primero y segundo, y opuesto a la parte intermedia. El primer elemento 6ptico esta adaptado y dispuesto de
manera que cuando una parte del articulo se expone a la luz a una primera intensidad, el primer elemento 6ptico
redirige al menos una parte de la luz desde la parte intermedia, de manera que la parte intermedia no esta expuesta
a la luz o se expone a la luz a una segunda intensidad inferior a la intensidad de la luz en la parte intermedia en
ausencia del primer elemento 6ptico.

En otra realizacion, un dispositivo fluidico comprende un articulo que comprende lados primero y segundo, un primer
segmento de canal microflluidico integrado con el primer lado del articulo, y elementos dpticos primero y segundo,
cada uno integrado con el segundo lado del articulo, donde el primer segmento de canal microflluidico esta colocado
sustancialmente entre los elementos Opticos primero y segundo. Se coloca una tapa sobre el primer segmento de
canal microflluidico de manera que confine sustancialmente el primer segmento de canal microflluidico. Ademas, se
coloca una parte de superficie intermedia en el segundo lado del articulo sustancialmente entre los elementos 6pticos
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primero y segundo, siendo la parte de superficie intermedia sustancialmente paralela a una parte de superficie de la
tapa que confina sustancialmente el primer segmento de canal microflluidico.

En otra realizacién, un dispositivo fluidico comprende un articulo que comprende lados primero y segundo, y
segmentos de canal microfluidicos primero y segundo, cada uno integrado con el primer lado del articulo. El dispositivo
fluidico incluye también un primer elemento &ptico sustancialmente triangular integrado con el segundo lado del
articulo y colocado sustancialmente entre los segmentos de canal primero y segundo.

En algunos casos, los segmentos de canal microfluidicos primero y/o segundo descritos anteriormente y en la presente
memoria son secciones de un canal microfluidico que comprende una configuracién serpenteante que incluye multiples
giros, siendo cada giro del canal serpenteante un segmento de canal diferente.

Otras ventajas y caracteristicas novedosas de la presente invencion se haran evidentes a partir de la siguiente
descripcién detallada de diversas realizaciones no limitativas de la invencién cuando se considera conjuntamente con
las figuras adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las realizaciones no limitativas de la presente invencion se describiran a modo de ejemplo con referencia a las figuras
adjuntas, que son esquematicas y no pretenden estar dibujadas a escala. En las figuras, cada componente idéntico o
casi idéntico ilustrado se representa normalmente por un Unico numero. Con fines de claridad, no todos los
componentes estan rotulados en cada figura, ni se muestran todos los componentes de cada realizacion de la
invencién cuando la ilustracién no es necesaria para permitir que los expertos en la materia entiendan la invencion.
En las figuras:

las FIG. 1A-1E incluyen diagramas esquematicos de un dispositivo que incluye elementos opticos que pueden
usarse para controlar la interaccidon de la luz sobre o dentro del dispositivo, de acuerdo con un conjunto de
realizaciones;

las FIG. 2A-2B incluyen diagramas esquematicos en seccion transversal de dispositivos que muestran
interacciones de luz en los dispositivos, de acuerdo con un conjunto de realizaciones;

las FIG. 3A-3C incluyen, de acuerdo con un conjunto de realizaciones, diagramas esquematicos de configuraciones
de canal en ciertos dispositivos;

las Fig. 4A-4B incluyen diagramas en seccion transversal que ilustran un procedimiento de fabricacion, de acuerdo
con un conjunto de realizaciones;

la FIG. 5 incluye un grafico de densidad optica en funcidon de la concentracion de colorante, de acuerdo con un
conjunto de realizaciones;

las FIG. 6A-6D incluyen diagramas esquematicos en seccion transversal y gréficos asociados de luz transmitida
en funcion de la posicion del detector, de acuerdo con un conjunto de realizaciones;

las FIG. 7A-7C incluyen diagramas esquematicos en seccion transversal, micrografias opticas y un grafico de
densidad optica en funcién de la concentracion de colorante, de acuerdo con un conjunto de realizaciones;

las FIG. 8A-8C incluyen diagramas esquematicos que ilustran varios disefios de sensores, de acuerdo con un
conjunto de realizaciones;

las FIG. 9A-9D incluyen graficos de luz transmitida en funcion de la posicién del sensor, de acuerdo con un conjunto
de realizaciones; y

la FIG. 10 incluye un grafico de densidad 6ptica en funcién de la concentracion de colorante, de acuerdo con un
conjunto de realizaciones.

DESCRIPCION DETALLADA

Se describen sistemas y procedimientos para la medicion mejorada de la absorbancia/transmisién a través de sistemas
fluidicos. Especificamente, en un conjunto de realizaciones, los elementos épticos estan fabricados en un lado de un
dispositivo fluidico transparente opuesto a una serie de canales fluidicos. Los elementos 6pticos pueden guiar la luz
incidente que pasa a través del dispositivo de manera que la mayor parte de la luz se dispersa desde areas especificas
del dispositivo, tales como partes intermedias entre los canales fluidicos. Al disminuir la cantidad de luz incidente sobre
estas partes intermedias, la cantidad de ruido en la sefal de deteccion puede reducirse cuando se usan ciertos
sistemas de deteccién éptica. En algunas realizaciones, los elementos 6pticos comprenden surcos triangulares
formados sobre o en una superficie del dispositivo. El angulo de inclinacién de los surcos triangulares puede elegirse
de manera que la luz incidente normal a la superficie del dispositivo se redirija en un angulo dependiente de los indices
de refraccion del medio externo (por ejemplo, aire) y el material del dispositivo.
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Ventajosamente, ciertos elementos 6pticos descritos en la presente memoria pueden fabricarse junto con los canales
fluidicos del dispositivo en una etapa, reduciendo asi los costes de fabricacion. Ademas, en algunos casos, los
elementos 6pticos no requieren alineacion con un detector y, por lo tanto, facilitan el montaje y/o el uso por un usuario
final. A continuacion, se describen con mas detalle otras ventajas.

Se pueden emplear técnicas adicionales para reducir la cantidad de luz parasita transmitida a través del dispositivo
fluidico. Por ejemplo, en algunos casos, pueden reducirse las anchuras de las partes intermedias entre los segmentos
de canal. Ademas, la fuente luminosa puede estar dispuesta de manera que la luz se emita solo sobre partes del
dispositivo que se encuentran por encima de los segmentos de canal. Ambas técnicas pueden reducir la cantidad de
luz transmitida a través de las partes intermedias, mejorando asi la calidad de la imagen Optica. En algunas
realizaciones, el dispositivo fluidico puede incluir una disposicién de detectores dispuesta de manera que las areas de
la disposicidn bajo los segmentos de canal sean sensibles a la luz, mientras que las otras areas de la disposiciéon no
lo son.

Los sistemas y procedimientos descritos en la presente memoria pueden encontrar aplicacién en una diversidad de
campos. En algunos casos, los sistemas y procedimientos pueden usarse para mejorar el rendimiento optico de
cualquier sistema microfluidico, como, por ejemplo, plataformas de diagndstico de puntos de atencion microfluidicas,
sistemas de analisis quimico de laboratorio microfluidicos, sistemas de seguimiento éptico en cultivos celulares o
biorreactores, entre otros. Las mediciones 6pticas en sistemas microfluidicos se pueden usar para llevar un
seguimiento de cualquier reaccién quimica y/o biolégica adecuada a medida que tiene lugar, de diagndstico o de otro
tipo. Como ejemplo especifico, puede usarse una etapa de medicion optica durante la sintesis de ADN para verificar
el rendimiento de cada adicion de bases (por ejemplo, seguimiento 6ptico de tritilo) y durante algunas formas de
amplificacion de PCR para seguir el procedimiento.

Los sistemas anteriores, como los descritos en la Publicaciéon de Patente Internacional n.° WO2006/113727 (solicitud
de patente internacional n.° de serie PCT/US2006/014583), presentada el 19 de abril de 2006 y titulada "Estructuras
fluidicas que incluyen canales serpenteantes y anchos", han usado un microcanal serpenteante para obtener imagenes
de un espacio bidimensional. Por ejemplo, un canal microfluidico puede tener la forma de una "S" estrecha que tiene
multiples segmentos de canal, formando un area de 2 mm aproximadamente, por ejemplo, un "area de medicion" que
incluye regiones tanto de canal como de no canal. En ciertas realizaciones, esta area de medicién no requiere una
alineacion fina para mediciones 6pticas (a diferencia de un Unico canal recto) y forma un area de medicidon que puede
ser investigada facilmente desde un punto de vista 6ptico. Por ejemplo, un detector puede colocarse sobre la totalidad
0 una parte del area de medicion formada por regiones de canales y no canales. Sin embargo, una limitacién del uso
de estructuras serpenteantes en el contexto de la medicion de transmisién es que parte de la luz que brilla a través de
estas areas de medicion pasara a través de las partes intermedias entre los segmentos de los canales microfluidicos
(es decir, las regiones de no canal). Esta luz puede llegar al detector 6ptico sin reflejar cambios en la densidad 6ptica
de los contenidos del microcanal. Esta "luz parasita" puede reducir el rendimiento general de la deteccion éptica. Este
efecto puede ser especialmente problematico cuando se realizan mediciones de canales con altos niveles de densidad
Optica. Una gran cantidad de luz parasita en el detector puede eliminar cualquier cambio en pequefas cantidades de
luz que pasa a través de los microcanales.

Los autores de la invencién han descubierto dentro del contexto de la invencién que la cantidad de luz que pasa a
través de una parte intermedia entre canales microfluidicos o segmentos de canal puede reducirse o eliminarse
sustancialmente fabricando, en el dispositivo, al menos un elemento 6ptico. El elemento éptico puede redirigir al menos
una parte de la luz desde la parte intermedia, de manera que la parte intermedia no quede expuesta a la luz o quede
expuesta a la luz a una segunda intensidad inferior a la intensidad de luz a la que la parte intermedia estaria expuesta
en ausencia del elemento 6ptico. La incorporacion de elementos dpticos en los sistemas de canales microfluidicos
mejora el rendimiento del sistema de deteccion, lo que permite el uso de opticas simplificadas sin comprometer la
calidad de las mediciones opticas.

Ademas, los sistemas y procedimientos descritos en la presente memoria se pueden usar para mejorar la alineacion
en sistemas de deteccion 6ptica a microescala. Algunos procedimientos para la deteccion/mediciones épticas en
microsistemas son dificiles de aplicar, ya que requieren una alineacion precisa de la optica con caracteristicas de
microescala (por ejemplo, microcanales). Dicha alineacién se puede realizar manualmente (por ejemplo, con un
microscopio y una fase micrométrica) de una manera que requiere mucho trabajo o de una manera automatizada (por
ejemplo, usando sistemas de posicionamiento robéticos complejos). Sin embargo, estas técnicas a menudo requieren
un operador habil y atento o una automatizacién costosa y delicada, lo que las convierte en subdptimas para ciertas
aplicaciones. La capacidad de los elementos 6pticos de redirigir la luz lejos de una o mas partes intermedias entre los
segmentos de canal microfluidicos puede eliminar o reducir la necesidad de estos complicados procedimientos de
alineacion.
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Ademas, la colocacion de un detector sobre un area de medicién sin la necesidad de precision es una ventaja, ya que
pueden no ser necesarios equipos externos (y posiblemente, caros) tales como microscopios, lentes y fases de
alineacion. En su lugar, la alineacién puede realizarse a simple vista, o mediante procedimientos de bajo coste que
pueden no requerir una etapa de alineacion por parte del usuario. Por ejemplo, en una realizacién, un dispositivo
fluidico que comprende uno o mas elementos opticos y un area de medicion que incluye tanto regiones de canal como
de no canal puede colocarse en un soporte simple (es decir, en una cavidad que tiene la misma forma que el dispositivo
fluidico), y el area de medicion se puede alinear automaticamente con un haz de luz del detector.

Debe observarse que los sistemas y procedimientos descritos en la presente memoria se pueden usar para guiar la
luz en cualquier sistema adecuado que use estructuras microfabricadas, y no se limitan a los sistemas microfluidicos
y/o a las configuraciones de canal especificas descritos en la presente memoria.

A continuacion, se describen con mas detalle las ventajas adicionales de los dispositivos que incluyen elementos
Opticos construidos para redirigir la luz.

Los articulos, sistemas y procedimientos descritos en la presente memoria se pueden combinar con los descritos en
la Publicacién de Patente Internacional n.° W02005/066613 (solicitud de patente internacional n.° de serie
PCT/US2004/043585), presentada el 20 de diciembre de 2004 y titulada "Dispositivo y procedimiento de ensayo"; la
publicacion de Patente Internacional n.° WO02005/072858 (solicitud de patente internacional n.° de serie
PCT/US2005/003514), presentada el 26 de enero de 2005 y titulada "Sistema y procedimiento de suministro de
fluidos"; la publicacion de patente internacional n.° WO2006/113727 (solicitud de patente internacional n° de serie
PCT/US06/14583), presentada el 19 de abril de 2006 y titulada "Estructuras fluidicas que incluyen canales
serpenteantes y anchos"; la solicitud de patente de EE.UU. n° de Serie 12/113.503, presentada el 1 de mayo de 2008
y titulada "Conectores fluidicos y sistemas microfluidicos"; la solicitud de patente de EE.UU. n.° de serie 12/196.392,
presentada el 22 de agosto de 2008, titulada "Contencién de liquido para ensayos integrados”; la solicitud de patente
de EE.UU. n.° de serie 12/428.372, presentada el 22 de abril de 2009, titulada "Control de flujo en sistemas
microfluidicos"; la solicitud de patente de EE.UU. n.° de serie 61.263.981, presentada el 24 de noviembre de 2009,
titulada "Mezcla y suministro de fluidos en sistemas microfluidicos"; y la solicitud patente de EE.UU. n.° de serie
12/640.420 presentada el 17 de diciembre de 2009 y titulada "Almacenamiento mejorado de reactivos en sistemas
microfluidicos y articulos y procedimientos relacionados" y la Solicitud de Patente Provisional de EE.UU. n.° de serie
61/149.253, presentada el 2 de febrero de 2009, titulada "Estructuras para controlar la interaccion de la luz con
dispositivos microfluidicos".

A continuacion, se proporcionan ejemplos de dispositivos fluidicos y procedimientos asociados a los mismos.

Las FIG. 1A-1E muestran varias partes de un dispositivo fluidico que incluyen elementos épticos que se pueden usar
para controlar la interaccion de la luz sobre o dentro del dispositivo. La FIG. 1A muestra una seccion transversal y la
FIG. 1B muestra una vista en perspectiva de un dispositivo fluidico 10 que incluye un articulo 12 que tiene una primera
superficie 14 y una segunda superficie 16, asi como un primer lado 20 y un segundo lado 22.

Tal como se usa en la presente memoria, "lados primero y segundo” de un articulo se refiere generalmente a la
orientacion relativa de dos partes del articulo. Los lados primero y segundo pueden referirse a superficies primera y
segunda del articulo, o a una parte del articulo que no abarca una superficie, por ejemplo, una parte del articulo que
esta incrustado dentro del volumen del articulo. Por ejemplo, un primer y un segundo segmento de canal microfluidico
que se dice que forman parte integral del primer lado del articulo pueden estar integrados con una superficie en el
primer lado del articulo o integrados dentro del articulo en el primer lado. La FIG. 1A también muestra el primer lado
opuesto al segundo lado. Se dice que dos lados son "opuestos" cuando son sustancialmente paralelos entre si y estan
separados por una distancia.

Como se muestra de forma ilustrativa en las FIG. 1A'y 1C, el primer lado 20 incluye una pluralidad de segmentos de
canal (primero 26, segundo 28 y tercero 30) formados en el mismo. Un segmento de canal se refiere a una parte de
un canal fluidico que se extiende a una seccion transversal completa del canal y tiene una longitud sustancialmente
paralela al flujo de fluido. Un segmento de canal puede tener cualquier longitud adecuada, por ejemplo, al menos 1
mm, al menos 5 mm, al menos 1 cm o al menos 5 cm en ciertas realizaciones. Aunque en la FIG. 1A se muestran tres
segmentos de canal, los sistemas y procedimientos descritos en la presente memoria pueden comprender cualquier
numero adecuado de segmentos de canal y se pueden configurar en cualquier disposicion adecuada. Por ejemplo, los
segmentos de canal de un dispositivo pueden formar parte del mismo canal fluidico, o pueden formar parte de canales
fluidicos separados que no estan en comunicacion fluida entre si.
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En algunas realizaciones, los segmentos de canal se refieren a una serie de unidades repetitivas de uno o mas
canales; por ejemplo, cada canal de una disposicién de canales puede ser un segmento de canal. En otro ejemplo, un
canal incluye una pluralidad de areas de reaccién colocadas en serie, y cada parte de canal asociada con un area de
reaccion distinta es un segmento de canal. En ciertos casos, los segmentos de canal son secciones de un canal fluidico
que tiene una configuracion serpenteante, siendo cada "giro" del canal serpenteante un segmento de canal diferente.
Como se usa en la presente memoria, un "canal serpenteante” (es decir, un canal que tiene una region serpenteante)
incluye al menos un primer segmento que tiene un camino de flujo en una primera direccién y un segundo segmento
que tiene un camino de flujo en una segunda direccién sustancialmente opuesta (por ejemplo, a mas de 135 grados)
con respecto a la primera direccién. A menudo, un canal serpenteante incluird mas de dos segmentos de canales
alternos que se extienden en direcciones opuestas. A continuacion, se proporcionan ejemplos de regiones de canales
serpenteantes.

En algunas realizaciones, los dos 0 mas segmentos de canal de un dispositivo estan separados entre si por partes
intermedias, es decir, partes que no son de canal. Por ejemplo, el primer lado 20 incluye las partes intermedias 27 y
29. Una parte intermedia puede incluir partes de una superficie de un articulo (por ejemplo, la parte de superficie 14’
de la figura 1A) y/o una parte del articulo que no comprende una superficie (por ejemplo, partes 15 de la FIG. 1A). En
algunas realizaciones, una parte intermedia tiene una o mas dimensiones (por ejemplo, anchura, altura y/o longitud)
de al menos 0,5 mm, al menos 1 mm, al menos 5 mm, al menos 1 cm, o al menos 5 cm en ciertas realizaciones. Una
dimensién de una parte de intervencion puede, por ejemplo, definir la distancia entre dos segmentos de canal.

El dispositivo fluidico ilustrado en las FIG. 1A y 1C también incluye una cubierta 31 colocada sobre la pluralidad de
segmentos de canal. La cubierta puede colocarse sobre los segmentos de canal para confinar sustancialmente los
segmentos de canal. En algunos casos, la cubierta puede comprender una cinta (por ejemplo, cinta flexible), vidrio
(por ejemplo, un cubreobjetos), plastico rigido o cualquier otro material adecuado como se describe en mas detalle a
continuacion.

En el conjunto de realizaciones ilustradas en las FIG. 1Ay 1C, el segundo lado 22 incluye una pluralidad de elementos
opticos (primero 32 y segundo 34) formados en el mismo. Como se usa en la presente memoria, el término "elemento
Optico" se usa para referirse a cualquier caracteristica formada o colocada sobre o en un articulo o dispositivo que
cambie la direccion (por ejemplo, por refraccion o reflexion), el foco, la polarizacion y/u otra propiedad de radiaciéon
electromagnética incidente con respecto a la luz incidente sobre el articulo o dispositivo en ausencia del elemento. Por
ejemplo, un elemento 6ptico puede comprender una lente (por ejemplo, cdncava o convexa), espejo, red, ranura u otra
caracteristica formada o colocada en o sobre un articulo. Sin embargo, un articulo en si que no posea una
caracteristica especial no constituiria un elemento 6ptico, aun cuando una o mas propiedades de la luz incidente
pudieran cambiar al interaccionar con el articulo.

Las FIG. 1A y 1C también muestran una parte de superficie intermedia 33 entre los elementos Opticos primero y
segundo. Como se muestra en la FIG. 1A, la parte de superficie intermedia puede ser sustancialmente paralela a la
parte de superficie de la cubierta que rodea sustancialmente a los segmentos de canal microfluidicos. Si bien en las
FIG. 1A'y 1C se muestran dos elementos épticos, los articulos descritos en la presente memoria pueden comprender
cualquier numero adecuado de elementos épticos y cualquier cantidad adecuada de partes superficiales intermedias
entre los elementos opticos. Ademas, algunos articulos no incluyen partes superficiales intermedias entre los
elementos opticos, por ejemplo, una serie de elementos 6pticos pueden configurarse para formar crestas y surcos
alternos de forma ondulada.

Los elementos opticos descritos en la presente memoria pueden ser, en algunos casos, sustancialmente transparentes
(por ejemplo, a luz visible, radiacion infrarroja, etc.) En otras realizaciones, los elementos 6pticos pueden comprender
un material sustancialmente opaco. En algunos casos, los elementos &pticos pueden comprender una o mas
superficies reflectantes. Por ejemplo, un elemento 6ptico puede comprender un canal, cuyas paredes estan recubiertas
con un material reflectante tal como un metal (por ejemplo, Ni, Ag, Au, Pt) o un semiconductor (por ejemplo, Si, vidrio).

Un elemento éptico puede comprender un surco, que puede ser abierto o estar sustancialmente confinado. Como se
muestra en la realizacion ilustrada en las FIG. 1A'y 1C, los elementos Opticos 32 y 34 estan en forma de surcos que
son sustancialmente triangulares; sin embargo, son posibles también otras formas. Por ejemplo, en otras realizaciones,
la seccion transversal de un elemento 6ptico puede tener cualquier forma adecuada, tal como una semiesfera, un
cuadrado, un rectangulo, un trapezoide, etc. Algunos elementos épticos tienen una forma semiesférica o semiovalada.
La forma y/o el angulo del surco se pueden seleccionar de manera que la luz incidente normal a la superficie del
dispositivo se redirija alejdndose del area situada directamente debajo del surco. Esto puede aumentar la probabilidad
de que incida poca o ninguna luz en areas no deseadas alrededor de los canales (por ejemplo, las partes intermedias
27 y 29), lo que reduce la cantidad de ruido en la sefial de deteccion. En consecuencia, un elemento éptico puede
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tener cualquier tamario, configuracion y/o forma adecuados para lograr mejoras en la sefial-ruido, como se describe
con mas detalle a continuacion.

En algunos casos, un elemento 6ptico puede ser una caracteristica que sobresale de la superficie de un articulo. Por
ejemplo, la FIG. 1D incluye elementos 6pticos triangulares 32 y 34 formados en forma de prisma. Debe entenderse
que los elementos oOpticos "triangulares" incluyen cualquier elemento que sea triangular en seccion transversal, ya sea
formado en un sustrato (por ejemplo, como en la FIG. 1A) o sobre un sustrato (por ejemplo, como en la FIG. 1D). Otras
formas que pueden formarse incluyen, por ejemplo, semicilindros, prismas rectangulares, etc.

Un elemento 6ptico puede comprender, en algunos casos, uno o mas fluidos (por ejemplo, un colorante). Por ejemplo,
en un conjunto de realizaciones, el elemento 6ptico se forma como un canal (por ejemplo, colocando una cubierta
sobre la superficie 16 del articulo) y el canal se llena con un fluido absorbente de luz tal como un colorante opaco. Se
pueden usar colorantes de cualquier concentracion adecuada. En algunas realizaciones, la concentracion del colorante
puede ser de al menos aproximadamente 0,1 gramos, al menos aproximadamente 0,5 gramos, al menos
aproximadamente 1 gramo, al menos aproximadamente 5 gramos, al menos aproximadamente 10 gramos, al menos
aproximadamente 50 gramos o al menos aproximadamente 100 gramos de material colorante por mL de disolvente
(por ejemplo, agua).

La FIG. 1C muestra un diagrama esquematico de un dispositivo éptico durante el funcionamiento, de acuerdo con un
conjunto de realizaciones. Durante el funcionamiento, el dispositivo fluidico 10 se coloca entre una fuente luminosa 36
y un detector 6ptico 38 de manera que el primer lado 20 (que comprende uno o mas segmentos de canal) esté frente
al detector y el segundo lado 22 (que comprende uno o mas elementos 6pticos) y esté frente a la fuente luminosa 36
y esté expuesto a la luz 42. El detector puede estar asociado con uno o mas segmentos de canales fluidicos en el
dispositivo fluidico, por ejemplo, para determinar la transmisién de luz a través de uno o mas de los segmentos de
canal. En un conjunto de realizaciones, cuando una parte del articulo se expone a la luz a una primera intensidad, los
elementos Opticos redirigen al menos una parte de la luz desde las partes intermedias. Por ejemplo, uno o mas
elementos opticos pueden estar adaptados y dispuestos para redirigir al menos una parte de la luz desde una parte
de superficie del primer lado, estando la parte de superficie adyacente a al menos un segmento de canal. En la FIG.
1C, el elemento dptico 32 esta adaptado y dispuesto para redirigir la luz desde la parte intermedia 27, que incluye la
parte de superficie 14'. De forma similar, el elemento 6ptico 34 esta adaptado y dispuesto para redirigir la luz desde la
parte intermedia 29, que incluye la parte de superficie 49. Redirigir la luz puede incluir, por ejemplo, reflejar la luz (por
ejemplo, alejandose del articulo), refractar la luz (por ejemplo, a través del articulo en una direccion que se aleja de la
parte intermedia), o ambas cosas.

Pueden construirse uno o mas elementos 6pticos y disponerse de manera que redirijan al menos aproximadamente
el 10 %, al menos aproximadamente el 25 %, al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 75 %
o al menos aproximadamente el 90 % de luz incidente alejandose desde una parte intermedia. A medida que se
redirige la luz, las partes intermedias no se exponen a la luz o se exponen a la luz a una segunda intensidad inferior a
la intensidad de la luz en la parte intermedia en ausencia de los elementos 6pticos. Por ejemplo, en algunos casos, al
menos un elemento 6ptico esta adaptado y dispuesto de manera que las partes intermedias estan expuestas a la luz
a una segunda intensidad al menos aproximadamente un 50 % inferior, al menos aproximadamente un 75 % inferior
o al menos aproximadamente un 90 % inferior que una intensidad de la luz en la parte intermedia sin los elementos
opticos.

En algunas realizaciones, uno o mas elementos 6pticos estan adaptados y dispuestos de manera que redirijan al
menos una parte de la luz alejandose del plano central (por ejemplo, 32'y 34' en la FIG. 1A) del elemento 6ptico, de
manera que la parte subyacente del dispositivo directamente debajo del elemento 6ptico no esta expuesta a la luz o
esta expuesta a la luz a una segunda intensidad mas baja (por ejemplo, aproximadamente un 25 % inferior) que la
intensidad a la que estaria expuesta la parte subyacente si el elemento dptico estuviera ausente. Como se usa en la
presente memoria, una region esta "directamente debajo" de un objeto cuando se encuentra en el lado de un objeto
opuesto al que esta expuesto a la luz procedente de la fuente. La region directamente debajo de un objeto puede
extenderse a toda la anchura del objeto y a toda la profundidad del articulo perpendicular a la superficie mas externa
en el primer o segundo lado del objeto. Por ejemplo, en la FIG. 1C, la regién 52 se encuentra directamente debajo del
elemento optico 34.

En la FIG. 1C se muestra un ejemplo del uso de elementos 6pticos para redirigir la luz. Como se ilustra en la FIG. 1C,
la parte 44 del articulo 12 esta expuesta a la luz 42 desde la fuente luminosa. En algunos casos, la fuente luminosa y
el dispositivo estan orientados de manera que el angulo de incidencia de la luz sobre la superficie 16 esta entre
aproximadamente 85° y aproximadamente 95°, o sustancialmente a 90°. En la superficie 16, la luz que incide en areas
sin los elementos 6pticos se transmite al volumen del dispositivo sin un cambio sustancial en la direcciéon, como indican
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las flechas 42. Sin embargo, la luz incidente sobre el elemento 6ptico 32 interacciona en un angulo sustancialmente
diferente de 90°. El elemento 6ptico 32 redirige al menos una parte de la luz desde la parte intermedia 27, por ejemplo,
mediante reflexion, refraccion y/o ambas. Las flechas 46' representan luz que se refleja desde el elemento Optico,
mientras que las flechas 46 ilustran la luz que se refracta a través del articulo, pero alejandose de las partes
intermedias entre los canales fluidicos. Por lo tanto, la parte intermedia 27 no esta expuesta a la luz, o esta expuesta
a la luz a una intensidad menor de la que habria sido en ausencia del elemento 6ptico 32. Ademas, aunque no se
muestra en esta figura, la luz puede ser absorbida por el articulo o redirigida en otros angulos, reduciendo asi la
cantidad de luz detectada por el detector en la parte intermedia 27. El elemento éptico 34 funciona de manera similar,
en este caso redirige la luz alejandola de la parte intermedia 29 y generalmente se aleja de la regién 52 directamente
debajo del elemento éptico.

En algunos casos, uno o mas elementos 6pticos estan adaptados y dispuestos para redirigir al menos una parte de la
luz incidente en uno o mas canales fluidicos en el lado opuesto del articulo. Por ejemplo, como se muestra en la FIG.
1C, una parte de la luz incidente sobre el elemento 6ptico 32 se refracta a través del articulo y se redirige a los canales
fluidicos 26 y 28. Ventajosamente, asi se puede aumentar la cantidad de luz usada para investigar una muestra en los
canales fluidicos 26 y 28.

Se debe entender que aunque gran parte de la descripcion y las figuras de la presente memoria describen la colocacion
de elementos 6pticos en un lado de un articulo opuesto a los canales, en algunos casos los elementos épticos pueden
colocarse en el mismo lado que los canales. Por ejemplo, los elementos dpticos 32 y 34 de las FIG. 1A-1D pueden
formarse en la superficie 14 y opcionalmente pueden incluir una superficie reflectante para redirigir la luz 42' desde la
parte 43 del detector. En otros casos, un articulo puede incluir una combinacion de elementos dpticos formados en o
sobre las dos superficies del articulo. La geometria del dispositivo y la configuracion de las caracteristicas se pueden
elegir, en algunos casos, de manera que cualquier luz que pase a través de la mayor parte del articulo desde un primer
lado se redirija hacia los canales en el lado opuesto del articulo. El disefio de un sistema con elementos 6pticos puede
emprenderse con el objetivo tanto de reflejar la luz como de redirigir la luz lejos de las partes intermedias entre los
canales. Sin desear estar sujeto a ninguna teoria, el disefio de un dispositivo fluidico puede tener en cuenta lo
siguiente:

La trayectoria de la luz refractada esta determinada por la Ley de Snell:

n sin(f4)) = ny sin(f,) (1]

donde n1y n2 son los indices de refraccion del medio donde se origina y se transmite, respectivamente, (1 es el angulo
entre el angulo de incidencia y la normal a la interfaz, y 82 es el angulo de refraccién, como se indica en la FIG. 1E.

Las caracteristicas de disefio que pueden variarse para aumentar la cantidad de luz que se redirige fuera de las partes
intermedias incluyen, por ejemplo, el ancho del canal (W), el tono de los elementos 6pticos (P1), el tono de los canales
(P2), la profundidad del canal (D), el ancho de los elementos Opticos (V), el angulo de inclinacion de los elementos
Opticos (a), el grosor del sustrato microfluidico (T), el indice de refraccion del sustrato microfluidico (n2), el indice de
refraccion del medio externo (n1) y el angulo de incidencia de la luz sobre el sustrato (suponga que es perpendicular
al sustrato).

Por ejemplo, la FIG. 2A incluye un dispositivo 210 que comprende un sustrato 211 en el que se forman los canales
212, 213 y 214 y los elementos épticos 216, 217, 218 y 219. El grosor del sustrato se ilustra mediante la dimension
220 en la FIG. 2A. La anchura de un canal se mide como la dimension en seccion transversal mas ancha del canal
sustancialmente paralela a la superficie en la que se forma. Por ejemplo, la anchura del canal 213 esté4 indicada por
la dimension 221 en la FIG. 2A. La anchura media del canal 214 esta indicada por la dimension 222. De manera
similar, la anchura de un elemento 6ptico también se mide como la dimension en seccion transversal mas ancha del
elemento sustancialmente paralelo a la superficie en la que se forma. Por ejemplo, la anchura del elemento 6ptico 218
esta indicada por la dimension 224 en la FIG. 2A. Las profundidades de los canales, como se indica por la dimensién
226 en la FIG. 2A, se miden perpendiculares a la superficie en la que se forman.

El paso de dos canales se mide como la distancia entre un primer punto en un primer canal y un segundo punto en un
segundo canal, donde el primer y el segundo punto estan situados en posiciones similares dentro de sus respectivos
canales. En otras palabras, el paso es igual a la anchura de un canal mas el espacio entre ese canal y el canal
adyacente. Por ejemplo, en la FIG. 2A, el paso de los canales 213 y 214 puede medirse como la distancia entre bordes
similares de los canales, como se indica por la dimensién 230. En algunas realizaciones, los pasos de todos los canales
adyacentes son sustancialmente constantes, como se indica en la FIG. 2A; sin embargo, en otros casos, los pasos
entre los canales pueden variar. El paso de dos elementos 6pticos se mide de manera similar a la mostrada, por
ejemplo, mediante la dimensién 232 en la FIG. 2A. En algunas realizaciones, los pasos de todos los elementos 6pticos
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adyacentes pueden ser sustancialmente constantes, o pueden variar, por ejemplo, dependiendo de la interaccién de
luz deseada en particular.

Para minimizar la luz parasita, se obtienen resultados mejorados en algunas realizaciones cuando el paso (P1) de los
elementos opticos coincide con el paso de los canales (P2). La anchura de los elementos opticos (V) puede elegirse
de manera que el area entre los elementos épticos (P-V) sea menor que la anchura del canal (W). A medida que (P-
V) disminuye en relacién con W, el porcentaje de luz incidente que es redirigido por los elementos dpticos aumenta.
Para aumentar la cantidad de luz que los elementos Opticos redirigen desde las partes intermedias, el grosor del
sistema puede establecerse de manera que la luz refractada por los elementos 6pticos se dirija a los canales. Como
puede haber multiples canales, puede haber multiples grosores preferidos para el sistema.

Se puede crear un modelo para calcular grosores preferidos imaginando un rayo de luz incidente (por ejemplo,
perpendicular al articulo) que incide sobre el articulo a medio camino entre la parte inferior y el borde del elemento
Optico (véase, por ejemplo, el rayo de luz 240 en la figura 2A). El grosor del articulo puede seleccionarse de manera
que esta luz llegue al centro de un canal. Para determinar este grosor, se puede comenzar por calcular el angulo de
la luz refractada a la vertical dentro del sustrato (8). Este angulo es una funcién del angulo de incidencia, el angulo de
inclinacién del elemento 6ptico y el angulo de refraccion. Al examinar la geometria, se puede ver:

B, =90grad.—a [2]

6=90grad.—a -4, = B, - 5, [3]
Usando la Ley de Snell (Ecuacién 1), el angulo de refraccion (82) se puede calcular como:

B, =sin™ ["—'sin ﬁl) 4]
R,
Por lo tanto:
8 =90grad.— a —sin"(flsin(90grad.—a)J [5]
n,

si se supusiera un angulo de inclinacion (a) de 35,3°, un indice de refraccion del articulo (n2) de 1,57 (por ejemplo,
poliestireno), y un indice de refraccion de aire (n1) de aproximadamente 1,0, el angulo interno de refraccion seria de
23,4°.

Siguiendo este rayo desde el centro del lado del elemento 6ptico al centro de un canal, este angulo se puede usar
para calcular una medida intermedia de grosor (t):

tan @ =§ (6]

La distancia (x) desde el punto situado bajo la luz incidente y el centro de un canal mas cercano es la mitad del paso
menos la distancia entre la parte inferior del elemento 6ptico y el borde (V/4). El centro de cualquier canal adicional es

un multiplo del paso. Debe observarse que en la FIG. 2A, el grosor fue elegido de manera que dirija la luz dirija hacia
un canal a dos canales de distancia (n = 2) del canal mas cercano bajo la luz incidente. En la FIG. 2B, n = 3.
x= f - K] +nP [7]
2 4
Esto produce:
PV
(5 - E] + nP
= 8
tan @ 8]
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El grosor total del sustrato también incluye la profundidad de los canales y la mitad de la profundidad de los elementos
Opticos triangulares. Por lo tanto, un grosor preferido para un dispositivo que incluye elementos 6pticos triangulares y
segmentos de multiples canales puede calcularse como:
A,
T =t+D+2422 [9]
tana

El Ejemplo 2 incluye una descripcién de experimentos realizados usando un dispositivo disefiado de esta manera.

La FIG. 2B incluye una imagen de trazado de rayos generada por Mathematica (plug-in de Lenslab) de un disefio
propuesto de un sistema que incluye elementos épticos colocados sobre los canales microfluidicos. En la FIG. 2B, el
dispositivo 310 comprende el articulo 312 en el que se forman los canales 314 y los elementos 6pticos 316. Los rayos
de luz 318 estan dirigidos hacia la superficie 320 del articulo, donde una parte de la luz se refracta a través del articulo.
El dispositivo esta construido y dispuesto de manera que la luz se dirija alejandose de las partes intermedias 322, y
hacia los canales 314 y finalmente los componentes del detector 324. Debe observarse que, en algunos casos, la luz
que incide sobre un canal no interacciona necesariamente con el detector en una posicion directamente debajo del
canal. Por ejemplo, los rayos de luz 330 interaccionan con el canal 314' y el componente detector 324', que no esta
directamente debajo (indicado por la region 332) del canal 314'".

Se debe entender que, aunque en las FIG. 1-2 se muestran elementos 6pticos triangulares, se puede realizar un
analisis similar con dispositivos que tienen elementos 6pticos de otras formas y configuraciones.

La dispersion de luz o la luz parasita pueden reducirse fabricando las paredes de estos elementos épticos para que
sean muy lisas. En algunas realizaciones, la rugosidad de superficie cuadratica media (RMS) puede ser, por ejemplo,
menor que aproximadamente 1 um. En otras realizaciones, la rugosidad de la superficie RMS puede ser menor que
aproximadamente 0,8 ym, menor que aproximadamente 0,5 ym, menor que aproximadamente 0,3 um o menor que
aproximadamente 0,1 uym. La rugosidad de superficie RMS es un término conocido por los expertos en la materia, y
se puede expresar como:

112

o, = [((z -z, )2 >]” = %I(z -z,) dA

donde A es la superficie que se va a examinar, y |z - zm| es la desviacién de altura local con respecto a la media. La
rugosidad sustancial en la superficie de un elemento 6ptico puede dar como resultado una dispersiéon o una redireccion
de la luz no deseadas en un angulo no deseado.

Como se describe en la presente memoria, los elementos opticos pueden tener diversas formas, tamafios y
configuraciones. Por ejemplo, en un conjunto de realizaciones, la dimensién de seccion transversal mas grande de un
elemento 6ptico es de al menos aproximadamente 300 micrémetros, 500 micrémetros, 700 micrémetros, 1 mm, 1,5
mm, 2 mm o mas (normalmente, menos de 1 cm). En algunas realizaciones, la dimensién de seccidn transversal mas
grande de un elemento éptico es su anchura. Por ejemplo, como se muestra en la FIG. 2A, la dimension de seccion
transversal mas grande del elemento éptico 218 es su anchura 224.

En algunos casos, por ejemplo, como se ilustra en la FIG. 2A, al menos un elemento 6ptico (por ejemplo, elemento
Optico 218) esta colocado entre segmentos de canal primero y segundo (por ejemplo, segmentos 213 y 214,
respectivamente) y el elemento 6ptico tiene una dimensién de seccién transversal mayor (por ejemplo, anchura 224)
mayor o igual que la anchura de una parte intermedia colocada sustancialmente entre los segmentos de canal primero
y segundo, pero menor que la combinacién de las anchuras de los dos segmentos de canal y la anchura de la parte
intermedia.

Los elementos Opticos pueden, en algunos casos, comprender al menos aproximadamente el 50 %, al menos
aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 80 % o al menos
aproximadamente el 90 % de la longitud de uno o mas segmentos de canal en o sobre el articulo. Por ejemplo, en la
FIG. 1B, los elementos o6pticos 32 y 34 comprenden toda la longitud de los segmentos de canal 26, 28 y 30.

En algunos dispositivos fluidicos descritos en la presente memoria, uno o mas elementos épticos y/o canales tienen
un angulo de inclinacién no nulo. Como saben los expertos en la materia, un angulo de inclinacion es la magnitud de
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la conicidad, por ejemplo, para piezas moldeadas o de colada, perpendiculares a la linea de separacion. Por ejemplo,
como se muestra en la FIG. 3A, un canal 110 sustancialmente rectangular, que tiene paredes 112-A y 112-B que son
sustancialmente perpendiculares a la superficie 114 (por ejemplo, una linea de particion), tiene un angulo de inclinacién
116 de 0°. Por otra parte, las secciones transversales de los canales fluidicos que tienen angulos de inclinacion
distintos de cero pueden parecerse a un triangulo, un paralelogramo, un trapezoide, etc. Por ejemplo, como se muestra
en la realizacion ilustrada en la FIG. 3B, el canal 120 tiene una seccion transversal sustancialmente triangular. El
angulo de inclinacion 116 esta formado por el angulo entre una linea perpendicular a la superficie 114 y la pared 127-
A del canal, y no es cero en esta realizacion.

El angulo de inclinacion de un elemento éptico, canal u otro componente puede estar, por ejemplo, entre
aproximadamente 1° y aproximadamente 40°, entre aproximadamente 1° y aproximadamente 30°, entre
aproximadamente 1° y aproximadamente 20°, entre aproximadamente 1° y aproximadamente 10°, entre
aproximadamente 2° y aproximadamente 15°, entre aproximadamente 3° y aproximadamente 10°, o entre
aproximadamente 3° y aproximadamente 8°. Por ejemplo, el angulo de inclinacién puede ser mayor o igual que
aproximadamente 1°, 2°, 3°, 4°, 5°, 6°, 7°, 8°, 9° 0 10°, 20°, 37,5° 0 40°. En algunos casos, es deseable que los
elementos o canales Opticos tengan angulos de inclinacion especificos para que sean compatibles con una
determinada técnica de deteccion.

Como se describe en la presente memoria, los elementos 6pticos se pueden combinar con un dispositivo fluidico que
comprende uno o mas canales serpenteantes. Como se muestra en una vista desde arriba de la realizacién ilustrativa
de la FIG. 3C, el canal 208 incluye una region serpenteante (por ejemplo, un serpentin) que tiene un sistema de canal
densamente empaquetado que tiene una serie de giros 210 y segmentos de canal 212 que se extienden sobre un area
grande (A) con relacién a la anchura del canal. El area comprendida por el canal serpenteante (es decir, el area de la
region serpenteante) es el area unida por los puntos mas exteriores del canal serpenteante a lo largo de cada eje, que
se muestra aproximadamente en la FIG. 3C por las lineas discontinuas. Esta area puede constituir un area de medicién
sobre la cual se puede colocar un detector, incluyendo el area de medicién tanto los segmentos de canal 212 como
las partes de canal intermedio 220 (es decir, segmentos de no canal).

La FIG. 3C también muestra una pluralidad de elementos 6pticos 236 intercalados entre los segmentos de canal en
las partes de canal intermedias 220. Un area de medicion puede incluir, por ejemplo, mas de 3, 5, 8, 10, 15, 20, 30,
40 o 50 elementos opticos. Los elementos Opticos pueden ser iguales o diferentes entre si, y pueden tener cualquier
forma o tamafo adecuado como se describe en la presente memoria. Ademas, como se ilustra, un dispositivo fluidico
puede incluir elementos 6pticos que se extienden mas alla del area de medicién y/o mas alla de los segmentos de
canal. Esta configuracion puede permitir el control de la luz incluso en los giros 210 de los segmentos de canal.

Como se muestra en la FIG. 3C, la longitud de los segmentos de canal 212-A y 212-C es la misma. Sin embargo, en
otras realizaciones las longitudes de los segmentos de canal serpenteante varian dentro del canal. Los segmentos de
canal que tienen diferentes longitudes pueden dar como resultado un area de medicion que tiene diferentes formas.
El canal serpenteante (y el area del canal) puede disefiarse de manera que tenga cualquier forma adecuada, por
ejemplo, una forma cuadrada, rectangular, circular, ovalada, triangular, espiral o irregular, ya que en ciertos casos la
forma general no afecta a las condiciones de flujo de fluido dentro del canal.

En la Fig. 3C, el area (A) que comprende el canal serpenteante esta definida por el area superficial dada por la
dimensién B (%) la dimension C. Normalmente, el area comprendida por el canal (es decir, vista desde arriba del canal,
perpendicular a la direccién del flujo de fluido) es del orden de milimetros cuadrados (mm?2). Por ejemplo, el area puede
ser mayor o igual que 0,5 mm?2, mayor o igual que 1 mm?2, mayor o igual que 2 mm?, mayor o igual que 5 mm?, mayor
o igual que 10 mm? o mayor que o igual que 50 mmZ. Sin embargo, en otras realizaciones, por ejemplo, dependiendo
del procedimiento usado para la deteccion, el area comprendida por un canal serpenteante puede estar entre 0,25
mm? y 0,5 mm?, o entre 0,1 mm? y 0,25 mmZ2. Normalmente, el area comprendida por el canal serpenteante esta
disefiada para ser relativamente grande (por ejemplo, del orden de mm?) en comparacion con los sistemas
microfluidicos convencionales, de manera que se puede usar un area amplia para la deteccion y asi la cantidad total
de sefial que puede ser detectada se incrementa, especialmente en combinaciéon con uno o mas elementos 6pticos
descritos en la presente memoria.

En algunas realizaciones, los elementos opticos descritos en la presente memoria estan integrados en una superficie
del articulo. En el presente documento, "integrado” se refiere a una condicidon de ser una Unica construccion unitaria,
a diferencia de en partes separadas que estan conectadas por otros medios. Por ejemplo, los elementos 6pticos
integrados del articulo pueden formarse en una superficie del articulo. Los elementos épticos integrados pueden ser
coéncavos o convexos con relacion con la superficie sobre la que estan formados. Por ejemplo, los elementos dpticos
32y 34 en las FIG. 1A-1B se muestran como elementos 6pticos cdncavos integrados en la superficie 16. En algunos
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casos, dichos elementos 6pticos, o moldes para los elementos &pticos, se fabrican usando un procedimiento de
fotolitografia, por ejemplo, como se muestra en las FIG. 4A-4B y como se describe con mas detalle a continuacion.

Tal como se muestra en diversas realizaciones en la presente memoria, uno o mas elementos 6pticos pueden estar
situados sustancialmente entre dos segmentos de canal y/o uno o mas segmentos de canal pueden estar situados
sustancialmente entre dos elementos 6pticos. Se dice que un primer objeto se coloca "sustancialmente entre" otros
objetos segundo y tercero cuando sustancialmente todo el primer objeto se encuentra entre los planos centrales de
los objetos segundo y tercero. Tal como se usa en la presente memoria, un "plano central" de un objeto se refiere a
un plano imaginario que interseca el centro geométrico de la seccion transversal del objeto y es sustancialmente
perpendicular al sustrato en el cual se coloca o forma el objeto. El término "centro geométrico" (o "centroide") tiene su
significado normal en la técnica. Por ejemplo, en la FIG. 1A, los canales 26, 28 y 30 comprenden los planos centrales
26', 28'y 30', que intersecan los centros geométricos 26", 28" y 30", respectivamente. Ademas, los elementos 6pticos
32 y 34 comprenden planos centrales 32' y 34' que intersecan los centros geométricos 32" y 34", respectivamente. El
elemento o6ptico 32 esta colocado sustancialmente entre los canales 26 y 28, y el elemento éptico 34 esta colocado
sustancialmente entre los canales 28 y 30. El segmento de canal 28 esta colocado sustancialmente entre los elementos
Opticos 32 y 34.

En algunas realizaciones, uno o mas elementos 6pticos de un dispositivo se encuentran en un plano sustancialmente
diferente al de uno o mas canales del dispositivo. Por ejemplo, en la FIG. 1A, el plano 60 que interseca los ejes
centrales de los elementos Opticos (situados en los centros geométricos y que se extienden desde y hacia la pagina)
no interseca el plano 62 que interseca los ejes centrales de los canales. En algunas realizaciones, ninguna linea
trazada entre cualquier primer punto sobre o dentro de un primer segmento de canal microfluidico y cualquier segundo
punto sobre o dentro de un segundo segmento de canal microfluidico interseca cualquier punto sobre o dentro de un
elemento 6ptico. En algunos casos, ninguna linea trazada entre cualquier primer punto sobre o dentro de un primer
elemento éptico y cualquier segundo punto sobre o dentro de un segundo elemento 6ptico interseca cualquier punto
sobre o dentro de un segmento de canal microfluidico.

Sin embargo, en otras realizaciones una parte o la totalidad de un elemento dptico se encuentra en el mismo plano
que uno o mas canales o segmentos de canales. Por ejemplo, un elemento dptico puede formarse en o sobre la misma
superficie que los canales. En otro ejemplo, se forma un elemento 6ptico en un lado opuesto a un canal, pero se
extiende de manera que un plano perpendicular a la superficie del articulo pasa a través del canal y del elemento
optico. En algunos casos, una linea trazada entre un primer punto sobre o dentro de un primer segmento de canal y
un segundo punto sobre o dentro de un segundo segmento de canal interseca un punto sobre o dentro del elemento
optico.

Los dispositivos fluidicos descritos en la presente memoria que comprenden elementos 6pticos pueden combinarse
opcionalmente con otras caracteristicas (por ejemplo, ciertos sistemas de deteccion, lentes, etc.) para reducir la
cantidad de luz parasita y/o para aumentar la relacion sefal-ruido. Las FIG. 5-10 muestran varios ejemplos de sistemas
de deteccién y resultados de experimentos realizados cuando dichos sistemas se usaron en combinaciéon con
dispositivos descritos en la presente memoria. Sin embargo, en algunos casos, estas caracteristicas se pueden
implementar independientemente de los elementos pticos descritos en la presente memoria.

En algunas realizaciones, se pueden emplear técnicas adicionales que compensan la transmisién de luz parasita a
través del dispositivo microfluidico. Por ejemplo, el tamafio (por ejemplo, anchura, area superficial, volumen) de las
partes intermedias en el sistema puede reducirse, reduciendo asi el porcentaje de luz incidente en las partes
intermedias. Debe observarse que si bien puede no ser practico eliminar las partes intermedias entre los canales,
como se analiza en la Publicacion de Patente Internacional n.° WO2006/113727, partes intermedias mas delgadas y/o
canales fluidicos mas anchos pueden dar como resultado menos transmision de luz parasita y, por lo tanto, un
rendimiento mejorado.

Los efectos de reducir el tamafio de las partes intermedias sobre la cantidad de luz parasita transmitida se pueden
evaluar midiendo la transmisién o la absorbancia en el sistema cuando los microcanales se llenan con un fluido
perfectamente absorbente. La transmisién a través de dicho sistema se calcula como:

Trans = ]L [10]

o

donde I, es la intensidad de la luz transmitida con un fluido perfectamente claro (indice ajustado) en los canales, e |
es la intensidad de la luz transmitida con un fluido perfectamente absorbente en el canal.
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La densidad éptica (DO) es una medida de la absorbancia en un sistema de este tipo, que se calcula como el registro
de transmisién negativo:

DO = —reg(Trans) [11]

Un sistema con una cantidad minima de transmisiones de luz parasita da como resultado una gran DO. En teoria, una
zona de medicion llena con un fluido perfectamente absorbente y sin partes intermedias y sin luz parasita tendria una
transmisién del 0 % y una DO muy grande. En la practica, es dificil eliminar por completo la luz parasita en cualquier
sistema. Una medicion de transmision a través de un fluido extremadamente absorbente en un micropocillo (sin
paredes, o incluso canales) podria ser del 0,01 %, produciendo una DO de 4. En general, sin embargo, puede ser
dificil lograr mediciones de transmision por debajo del 1 %. Un intervalo razonable de DO que se puede lograr puede
estar dentro del intervalo de aproximadamente 0 a aproximadamente 2.

Suponiendo un fluido perfectamente absorbente en los canales, la transmision a través de una region de canal
serpenteante (sin elementos dpticos para bloquear o redirigir la luz) es simplemente una funcién de la anchura de las
partes intermedias y de la anchura del canal. Por ejemplo, en un sistema con partes intermedias con anchuras de x y
canales con anchuras de y, la transmision minima seria x / (x + y). En el caso de un canal serpenteante con anchuras
idénticas para todas las partes y canales intermedios, el valor de x / (x + y) es del 50 % (produciendo una DO maxima
de 0,3). De manera similar, un sistema con canales con el doble de anchura que las partes intermedias produciria una
transmision minima del 33 % (una DO maxima de 0,477). Existe un intervalo superior (e inferior) para las anchuras de
canal basado en el flujo requerido en el sistema, ya que un aumento en la anchura del canal produce un incremento
en la seccion transversal y cambios en las propiedades de los canales, como una reduccion en la resistencia al flujo.
Del mismo modo, existe un intervalo inferior en el cual las partes intermedias se pueden fabricar de manera fiable (por
ejemplo, dependiendo de la técnica de fabricacion). El Ejemplo 3 describe un conjunto de experimentos en los que se
variaron las anchuras de las partes intermedias.

En algunas realizaciones, un sistema de deteccion incluye la medicién de la luz transmitida a través de las partes de
canal independientemente de la luz transmitida a través de las partes intermedias. Por ejemplo, se puede crear una
imagen del area de medicidon con una cdmara digital, medir la intensidad de la luz en los pixeles que corresponden a
los canales y descartar los pixeles correspondientes a las paredes del canal o las partes intermedias. Opcionalmente,
se pueden incorporar lentes para enfocar la imagen en el plano de los canales. Dicho sistema de medicion podria
proporcionar un rendimiento extremadamente alto (evitando la luz parasita) y producir una DO maxima mayor de
aproximadamente 2, por ejemplo, DO = 2-4.

Sin embargo, en algunos casos, incluir un sistema de camara/imagen puede producir un coste relativamente alto del
dispositivo de imagen, un coste relativamente alto de las lentes, un requisito de precision en la colocacién y la
alineacion, robustez frente a los golpes o las condiciones ambientales e implementacion de software para identificar
los pixeles que se deben medir y los que se deben ignorar. En consecuencia, estos factores pueden ponderarse con
sus beneficios y pueden ser adecuados para ciertas aplicaciones, pero no para todas.

En una realizacion, se desarrollé un sistema de formacion de imagenes relativamente econémico y robusto para un
sistema de canales que usa un sensor de imagenes lineal. Un sensor de imagen lineal es una disposicion
unidimensional de multiples detectores dpticos pequefios que se pueden medir individualmente. Las FIG. 8A y 8B
incluyen diagramas esquematicos de sistemas de formacién de imagenes ilustrativos usados para medir la transmision
a través de canales serpenteantes. El detector éptico 810 en la FIG. 8A es un fotodiodo Unico que puede representar
una parte sustancial del canal serpenteante. Por otra parte, en la FIG. 8B, el detector éptico 812 comprende un sensor
de imagen lineal que mide solo partes del canal serpenteante. Opcionalmente, se pueden usar componentes 6pticos
tales como una lente de colimacion para la fuente luminosa y/o una lente de focalizacion para transmitir la imagen al
sensor de imagen lineal (no mostrado) para mejorar la formacién de imagenes. La FIG. 8C incluye una micrografia de
un canal serpenteante usado en un conjunto de realizaciones. Un area de medicion tipica para un sensor de imagen
lineal se indica como regién 820. En algunos dispositivos, cada detector éptico de un sensor de imagen lineal puede
medirse individualmente. Dicho sistema se puede usar para medir la transmisidon a través de solo una parte de un
sistema. Por ejemplo, un sensor de imagen lineal situado debajo de una regién de canal serpenteante como se muestra
en la FIG. 8C se puede usar para medir la transmision de luz solo a través de los canales. Para hacer esto, solo se
registran las lecturas de los detectores debajo de los canales. Se pueden ignorar otros detectores colocados bajo
partes que no sean de canal (por ejemplo, partes intermedias) y sobre los que incide luz parasita. De esta manera, los
sensores de imagenes lineales pueden usarse para medir selectivamente la transmision de luz a través de los canales
en una regiéon de canal serpenteante, eliminando el problema de la luz parasita y produciendo mediciones de
transmisién/absorbancia precisas para el sistema microfluidico.
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Los ejemplos de sensores de imagenes lineales incluyen el Hamamatsu S9227, una matriz de 6,4 mm de longitud de
512 pixeles de 250 micréometros de anchura con una separacion de 12,5 micrometros, el Fairchild Imaging CMOS
1421, una matriz de 14,5 mm de longitud y 2.048 pixeles de 7 micrometros de anchura con 7 ym de separacién de
centro a centro, y el Panavision SVI LIS-500, una matriz de 3,9 mm de longitud con 500 pixeles de 62,5 de anchura y
7,8 um de separacion de centro a centro. El Ejemplo 4 describe el uso de un sensor de imagen lineal junto con los
dispositivos y procedimientos descritos en la presente memoria.

En algunos casos, el sistema puede disefarse para eliminar la luz parasita potencial antes de que llegue al dispositivo
fluidico. Por ejemplo, la luz parasita puede eliminarse creando una fuente luminosa que incluya una geometria que
coincida con el patron de canal o canales, dirigiendo la luz solo hacia los canales y alejandose de las paredes del
canal o las partes intermedias.

Se pueden usar diversas técnicas de determinacién (por ejemplo, medicion, cuantificacion, deteccién y cualificacion)
con los dispositivos descritos en la presente memoria. Las técnicas de determinacién pueden incluir técnicas con base
Optica tales como transmision de luz, absorbancia de luz, dispersion de luz, reflexion de luz, asi como técnicas de
luminiscencia tales como fotoluminiscencia (por ejemplo, fluorescencia), quimioluminiscencia, bioluminiscencia y/o
electroquimioluminiscencia. Los expertos en la materia saben coémo modificar dispositivos microfluidicos de acuerdo
con la técnica de determinacion usada. Por ejemplo, para dispositivos que incluyen especies quimioluminiscentes
usadas para la determinacion, puede preferirse un sustrato opaco y/u oscuro. Para determinar el uso de coloides
metalicos, se puede preferir un sustrato transparente. Ademas, puede usarse cualquier detector adecuado con los
dispositivos descritos en la presente memoria. Por ejemplo, pueden usarse detectores 6pticos simplificados, asi como
espectrofotometros y lectores dpticos convencionales (por ejemplo, lectores de placas de 96 pocillos).

Cuando se realiza mas de una reaccién quimica y/o bioldgica (por ejemplo, un ensayo multiplex) en un dispositivo, la
adquisicion de la sefial puede llevarse a cabo moviendo un detector sobre cada regién de analisis. En un enfoque
alternativo, un Unico detector puede detectar sefial o sefiales en cada una de las regiones de analisis simultaneamente.
En ofra realizacién, un analizador puede incluir, por ejemplo, una serie de sensores/detectores dpticos paralelos, cada
uno alineado con una region de analisis y conectado con la electrénica de un lector. Se describen con mas detalle
ejemplos adicionales de detectores y procedimientos de deteccion en la solicitud de patente de EE.UU. n.° de serie:
12/196.392, presentada el 22 de agosto de 2008, titulada "Contencion de liquidos para ensayos integrados".

Como se describe en la presente memoria, un canal serpenteante de una regién de andlisis puede configurarse y
disponerse de modo que esté alineado con un detector de manera que tras la alineacién, el detector puede medir una
sefial individual a través de mas de un segmento de canal adyacente del canal serpenteante. En algunas realizaciones,
el detector es capaz de detectar una sefial dentro de al menos una parte del area del canal serpenteante y a través
de mas de un segmento del canal serpenteante de manera que una primera parte de la sefial, medida desde un primer
segmento de la sefal canal serpenteante, es similar a una segunda parte de la sefial, medida a partir de un segundo
segmento del canal serpenteante. En dichas realizaciones, debido a que la sefial esta presente como parte de mas
de un segmento del canal serpenteante, no hay necesidad de una alineacion precisa entre un detector y una region
de analisis.

En la seccién de Ejemplos se proporcionan ejemplos y descripciones adicionales de sistemas de deteccion.

En algunas realizaciones, los dispositivos fluidicos descritos en la presente memoria incluyen un sitio de reaccién en
comunicacion fluida con uno o mas canales o segmentos de canal. Por ejemplo,

el dispositivo fluidico puede comprender un sitio de reaccion que comprende una pareja de unién (por ejemplo, un
anticuerpo, antigeno, etc.) asociada con una superficie de un segmento de canal. Una entidad en el fluido que fluye
en el segmento del canal puede interaccionar (por ejemplo, unirse, reaccionar quimicamente, etc.) con la pareja de
union, y la interaccién puede ser épticamente detectable.

En un conjunto de realizaciones, se usa un dispositivo fluidico descrito en la presente memoria para realizar un
inmunoensayo. El inmunoensayo puede ser, por ejemplo, un inmunoensayo directo, un inmunoensayo en modo
sandwich (por ejemplo, de 2 sitios) o un inmunoensayo competitivo, como conocen los expertos en la materia. Algunos
dispositivos pueden incluir una combinacion de uno o mas de dichos inmunoensayos.

En una realizacion en particular, se usa un dispositivo fluidico para realizar un inmunoensayo (por ejemplo, para IgG
o PSA humanos) y, opcionalmente, se usa un refuerzo de plata para la amplificacion de la sefial. Un dispositivo descrito
en la presente memoria puede tener una o mas caracteristicas similares a las descritas en la solicitud de patente de
EE.UU. n.° de serie 12/113.503, presentada el 1 de mayo de 2008 vy titulada "Conectores fluidicos y sistemas
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microfluidicos". En dicho inmunoensayo, después del suministro de una muestra que contiene IgG humana a un area
de reaccioén o region de andlisis, puede tener lugar la unién entre la IgG humana y la IgG antihumana. Uno o mas
reactivos, que pueden almacenarse opcionalmente en el dispositivo antes del uso pueden fluir sobre este complejo de
pares de union. Uno de los reactivos almacenados puede incluir una solucidon de coloide metalico (por ejemplo, un
anticuerpo conjugado con oro) que se une especificamente al antigeno que se ha de detectar (por ejemplo, IgG
humana). Este coloide metalico puede proporcionar una superficie catalitica para la deposiciéon de un material opaco,
tal como una capa de metal (por ejemplo, plata), en una superficie de la regidon de analisis. La capa de metal se puede
formar usando un sistema de dos componentes: un precursor metalico (por ejemplo, una solucion de sales de plata)
y un agente reductor (por ejemplo, hidroquinona), que se puede almacenar opcionalmente en diferentes canales antes
del uso.

Cuando se aplica un diferencial de presion positiva o negativa al sistema, las soluciones de sal de plata e hidroquinona
pueden fusionarse en una interseccion de canal, donde se mezclan (por ejemplo, debido a la difusién) en un canal y
a continuacion fluyen sobre la region de analisis. Por lo tanto, si la unién anticuerpo-antigeno tiene lugar en la region
de analisis, el flujo de la solucién de precursor metalico a través de la regidon puede dar como resultado la formacion
de una capa opaca, tal como una capa de plata, debido a la presencia del coloide catalitico de metal asociado con el
complejo anticuerpo-antigeno. La capa opaca puede incluir una sustancia que interfiere con la transmitancia de la luz
a una o mas longitudes de onda. Cualquier capa opaca que se forme en el canal microfluidico puede detectarse
Opticamente, por ejemplo, midiendo una reduccién en la transmitancia de luz a través de una parte de la region de
analisis (por ejemplo, una region de canal serpenteante) en comparacion con una parte de un area que no incluye el
anticuerpo o antigeno. Alternativamente, se puede obtener una sefial midiendo la variaciéon de la transmitancia de la
luz en funcion del tiempo, a medida que se forma la pelicula en una regién de andlisis. La capa opaca puede
proporcionar un aumento en la sensibilidad del ensayo cuando se compara con técnicas que no forman una capa
opaca. Ademas, se pueden usar diversas quimicas de amplificaciéon que producen sefiales épticas (por ejemplo,
absorbancia, fluorescencia, brillo o quimioluminiscencia instantanea, electroquimioluminiscencia), sefiales eléctricas
(por ejemplo, resistencia o conductividad de estructuras metalicas creadas por un proceso sin electricidad) o sefales
magnéticas (por ejemplo, perlas magnéticas) para permitir la deteccién de una sefial por un detector.

Debe entenderse que los dispositivos descritos en la presente memoria pueden usarse para cualquier reaccion
quimica y/o bioloégica adecuada, y pueden incluir, por ejemplo, otros ensayos en fase sdlida que implican reaccion de
afinidad entre proteinas u otras biomoléculas (por ejemplo, ADN, ARN, hidratos de carbono) o moléculas no presentes
en la naturaleza. En algunas realizaciones, una reaccién quimica y/o bioldgica implica unién. En los dispositivos
descritos en la presente memoria pueden tener lugar diferentes tipos de union. El término "unién" se refiere a la
interaccion entre un par correspondiente de moléculas que muestran afinidad mutua o capacidad de unioén,
normalmente unién o interaccion especifica o no especifica, que incluye interacciones bioquimicas, fisiolégicas y/o
farmacéuticas. La unioén bioldgica define un tipo de interaccion que se produce entre pares de moléculas que incluyen
proteinas, acidos nucleicos, glucoproteinas, hidratos de carbono, hormonas y similares. Los ejemplos especificos
incluyen anticuerpo/antigeno, anticuerpo/hapteno, enzima/sustrato, enzimal/inhibidor, enzima/cofactor, proteina de
union/sustrato, proteina portadora/sustrato, lectina/hidrato de carbono, receptor/hormona, receptor/efector, cadenas
complementarias de acido nucleico, represor/inductor de proteinas/acidos nucleicos, receptor de ligando/superficie
celular, virus/ligando, etc. La unién también puede producirse entre proteinas u otros componentes y células. Ademas,
los dispositivos descritos en la presente memoria pueden usarse para otros analisis de fluidos (que pueden o no
implicar unién y/o reacciones) tales como deteccién de componentes, concentracion, etc.

Los ejemplos no limitativos de analitos que se pueden determinar usando dispositivos fluidicos descritos en la presente
memoria incluyen proteinas especificas, virus, hormonas, farmacos, acidos nucleicos y polisacaridos; especificamente
anticuerpos, por ejemplo, inmunoglobulinas IgD, IgG, IgM o IgA para HTLV-I, VIH, hepatitis A, B y no A/no B, rubéola,
sarampion, parvovirus humano B19, paperas, paludismo, varicela o leucemia; hormonas humanas y animales, por
ejemplo, hormona estimulante de la tiroides (TSH), tiroxina (T4), hormona luteinizante (LH), hormonas
foliculoestimulantes (FSH), testosterona, progesterona, gonadotropina coriénica humana, estradiol; otras proteinas o
péptidos, por ejemplo, troponina I, proteina C reactiva, mioglobina, proteina natriurética cerebral, antigeno prostatico
especifico (PSA), PSA libre, PSA complejo, pro-PSA, EPCA-2, PCADM-1, ABCA5, hK2, beta-MSP (PSP94), AZGP1,
anexina A3, PSCA, PSMA, JM27, PAP; farmacos, por ejemplo, paracetamol o teofilina; acidos nucleicos marcadores,
por ejemplo, PCA3, TMPRS-ERG,; polisacaridos tales como antigenos de superficie celular para tipificacion de tejido
HLA y material de pared celular bacteriana. Los productos quimicos que se pueden detectar incluyen explosivos como
TNT, agentes nerviosos y compuestos peligrosos para el medio ambiente como bifenilos policlorados (PCB), dioxinas,
hidrocarburos y MTBE. Los fluidos de muestra tipicos incluyen fluidos fisiolégicos tales como sangre completa humana
o animal, suero sanguineo, plasma sanguineo, semen, lagrimas, orina, sudor, saliva, liquido cefalorraquideo,
secreciones vaginales; fluidos in vitro usados en investigacion o fluidos ambientales tales como liquidos acuosos que
se sospecha estan contaminados por el analito. En algunas realizaciones, uno o mas de los reactivos mencionados
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anteriormente se almacenan en un canal o camara de un dispositivo fluidico antes del primer uso para realizar una
prueba o ensayo especifico.

Algunas realizaciones de la invencion estan en forma de un kit que puede incluir, por ejemplo, un sistema microfluidico,
una fuente para promover el flujo de fluido (por ejemplo, un vacio) y/o uno, varios o todos los reactivos necesarios
para realizar un analisis a excepcion de la muestra que se sometera a ensayo. En algunas realizaciones, el sistema
microfluidico del kit puede tener una configuracién similar a una o mas de las mostradas en las figuras y/o como se
describe en la presente memoria. El dispositivo fluidico del kit puede ser portatil y puede tener dimensiones adecuadas
para su uso en entornos de punto de atencion.

El kit puede incluir reactivos y/o fluidos que se pueden proporcionar en cualquier forma adecuada, por ejemplo, como
soluciones liquidas o como polvos secos. En algunas realizaciones, un reactivo en el sistema microfluidico se
almacena antes del primer uso, como se describe con mas detalle en la presente memoria. Cuando los reactivos se
proporcionan como un polvo seco, el reactivo se puede reconstituir mediante la adicion de un disolvente adecuado,
que también se puede proporcionar. En realizaciones en las que se proporcionan formas liquidas del reactivo, la forma
liqguida puede estar concentrada o lista para usar. Los fluidos pueden proporcionarse como volimenes especificos (o
pueden incluir instrucciones para formar soluciones que tienen un volumen especifico) para que fluyan en el sistema
microfluidico.

El kit puede disefiarse para realizar un andlisis concreto, como la determinaciéon de una enfermedad especifica. Por
ejemplo, los marcadores (por ejemplo, PSA) para enfermedades especificas (por ejemplo, cancer de préstata) pueden
incluirse (por ejemplo, almacenarse) en un dispositivo o kit en forma liquida o seca antes del primer uso del
dispositivo/kit. Para realizar un analisis o prueba en particular usando el kit, el dispositivo fluidico puede disefiarse de
manera que tenga ciertas geometrias, y las composiciones, volumenes y viscosidades particulares de los fluidos se
pueden elegir de manera que proporcionen las condiciones optimas para realizar el analisis en el sistema. Por ejemplo,
si una reaccién que se va a realizar en una regién de analisis requiere el flujo de un reactivo de amplificacion sobre la
regién de analisis durante una magnitud de tiempo especifica precalculada para producir una sefal 6ptima, el
dispositivo fluidico puede disefiarse de manera que incluya un segmento de canal que tiene un area particular de
seccion transversal y longitud para su uso con un fluido de volumen especifico y viscosidad con el fin de regular el
flujo de fluido de una manera predeterminada y precalculada. También se pueden incluir soluciones de lavado y
tampones. El dispositivo puede incluir opcionalmente uno o mas reactivos almacenados en el mismo antes del primer
uso. Ademas, el kit puede incluir un dispositivo o componente para promover el flujo de fluido, tal como una fuente de
vacio dimensionada para su conexién a una toma de salida. El dispositivo o componente puede incluir uno o mas
valores preestablecidos para crear un descenso de presién conocido (y opcionalmente constante) entre una toma de
entrada y una toma de salida del dispositivo fluidico. Por lo tanto, el kit puede permitir que uno o mas reactivos fluyan
durante una magnitud conocida de tiempo precalculada en una region de analisis, o en otras regiones del sistema,
durante el uso. Los expertos en la materia pueden calcular y determinar los parametros necesarios para regular el flujo
de fluido usando conocimientos generales en la técnica en combinacion con la descripcion proporcionada en la
presente memoria.

Un kit descrito en la presente memoria puede incluir ademas un conjunto de instrucciones para el uso del kit. Las
instrucciones pueden definir un componente de utilidad de instruccién (por ejemplo, instrucciones, guias, advertencias,
etiquetas, notas, FAQ ("preguntas frecuentes"), etc., y generalmente implican instrucciones escritas en o asociadas
con los componentes y/o con el empaquetado de los componentes para el uso del sistema microfluidico. Las
instrucciones también pueden incluir la comunicaciéon de instrucciones en cualquier forma (por ejemplo, oral,
electronica, digital, dptica, visual, etc.), proporcionadas de manera que el usuario reconozca claramente que las
instrucciones se deben asociar con los componentes del kit.

En algunas realizaciones, los sistemas microfluidicos descritos en la presente memoria contienen reactivos
almacenados antes del primer uso del dispositivo y/o antes de la introduccién de una muestra en el dispositivo. En
algunos casos, uno o los dos reactivos liquidos y secos pueden almacenarse en un solo articulo. De forma adicional
o alternativa, los reactivos también se pueden almacenar en recipientes separados de manera que un reactivo no esté
en comunicacion fluida con el sistema microfluidico antes del primer uso. El uso de reactivos almacenados puede
simplificar el uso del sistema microfluidico por un usuario, ya que asi se reduce al minimo el numero de pasos que el
usuario debe realizar para hacer funcionar el dispositivo. Esta sencillez puede permitir que los sistemas microfluidicos
descritos en la presente memoria sean usados por usuarios no instruidos especialmente, tales como aquellos que
trabajan en entornos de puntos de atencion, y en particular, para dispositivos disefiados para realizar inmunoensayos.
Se ha demostrado previamente que el almacenamiento de los reactivos en forma de tapones de liquido separados por
espacios de aire era estable durante periodos de tiempo prolongados (véase, por ejemplo, la publicacién de patente
internacional n.° WO2005/072858 (solicitud de patente internacional n.° de serie PCT/US2005/003514), presentada el
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26 de enero de 2005 vy titulada "Sistema y procedimiento de suministro de fluidos"). Los dispositivos fluidicos para
almacenar reactivos pueden incluir también una configuraciéon como se describe en la solicitud de patente de EE.UU.
n.° de serie 12/640.420 presentada el 17 de diciembre de 2009 y titulada "Almacenamiento mejorado de reactivos en
sistemas microfluidicos y articulos y procedimientos relacionados". En otras realizaciones, sin embargo, los
dispositivos microfluidicos descritos en la presente memoria no contienen reactivos almacenados antes del primer uso
del dispositivo y/o antes de la introduccion de una muestra en el dispositivo.

En la presente memoria, "antes del primer uso" del dispositivo significa un tiempo o tiempos antes de que el dispositivo
sea usado por primera vez por un usuario previsto después de una venta comercial. El primer uso puede incluir
cualquier etapa o etapas que requieran la manipulacién del dispositivo por parte de un usuario. Por ejemplo, el primer
uso puede implicar una o mas etapas, como perforar una toma de entrada sellada para introducir un reactivo en el
dispositivo, conectar dos o mas canales para provocar la comunicacion fluida entre los canales, preparar el dispositivo
(por ejemplo, carga de reactivos en el dispositivo) antes del andlisis de una muestra, cargar una muestra en el
dispositivo, preparar una muestra en una region del dispositivo, llevar a cabo una reaccién con una muestra, detectar
una muestra, etc. El primer uso, en este contexto, no incluye la fabricacion u otras medidas preparatorias o de control
de calidad tomadas por el fabricante del dispositivo. Los expertos en la materia conocen bien el significado del primer
uso en este contexto, y podran determinar facilmente si un dispositivo de la invencion ha experimentado o no el primer
uso. En un conjunto de realizaciones, los dispositivos de la invencién son desechables después del primer uso, y es
especialmente evidente cuando dichos dispositivos se usan por primera vez, porque normalmente no es practico usar
los dispositivos en modo alguno después del primer uso.

Los dispositivos descritos en la presente memoria pueden comprender uno o mas canales o segmentos de canal. Un
"canal" o "parte de canal", en el presente documento, significa una caracteristica sobre o en un articulo o sustrato (por
ejemplo, formado en una superficie/lado de un articulo o sustrato) que dirige al menos parcialmente el flujo de un
fluido. Un canal, parte de canal o segmento de canal, etc., puede tener cualquier forma de seccion transversal (circular,
ovalada, triangular, irregular, cuadrada o rectangular, trapezoidal o similar) y puede estar cubierto o descubierto. En
las realizaciones en las que esta cubierto, al menos una parte del canal puede tener una seccién transversal que esta
sustancialmente confinada, o el canal completo puede estar sustancialmente confinado en toda su longitud con la
excepcion de su o sus tomas de entrada y de salida. En algunos casos, la toma de entrada y/o salida también puede
estar cerrada o sellada, por ejemplo, para evitar que los fluidos y/u otros reactivos sean eliminados del dispositivo (por
ejemplo, debido a la evaporacion).

Un canal, segmento de canal, parte de canal, etc., también puede tener una relacién entre dimensiones (entre longitud
y dimension de seccién transversal media) de al menos 2: 1, mas normalmente al menos 3:1, 5:1 0 10:1. 0 mas. En
algunas realizaciones, uno o mas canales, segmentos de canal, partes de canal, canales intermedios, etc., son
microfluidicos. "Microfluidico", en la presente memoria, se refiere a un dispositivo, aparato o sistema que incluye al
menos un canal de fluido que tiene una dimensién de seccién transversal de menos de 1 mm, y una relacion entre la
longitud y la dimensidn de seccion transversal superior al menos a 3:1. Un "canal microfluidico" o "segmento de canal
microfluidico” como se usa en la presente memoria, es un canal que cumple estos criterios. Aunque en algunas
realizaciones, los dispositivos de la invencién pueden ser microfluidicos, en ciertas realizaciones la invencién no se
limita a sistemas microfluidicos y puede estar relacionada con otros tipos de sistemas fluidicos. Ademas, debe
entenderse que todos o la mayoria de los canales descritos en la presente memoria pueden ser microfluidicos en
ciertas realizaciones. La "dimension de seccion transversal" (por ejemplo, un diametro, una altura y/o una anchura) de
un canal, segmento de canal, parte de canal o canal intermedio, etc., se mide perpendicularmente a la direccion del
flujo de fluido. En un conjunto de realizaciones, la dimensién de seccion transversal maxima de uno o mas canales o
segmentos de canal que contienen realizaciones descritas en la presente memoria es menor que aproximadamente
750 micrometros, menor que aproximadamente 500 micrémetros, menor que aproximadamente 300 micrometros,
menor que aproximadamente 200 micréometros, menor que aproximadamente 100 micrémetros, menor que
aproximadamente 50 micrémetros, menor que aproximadamente 25 micrémetros, menor que aproximadamente 10
micrémetros o menor que aproximadamente 5 micrometros. En algunos casos, al menos dos dimensiones de seccion
transversal (por ejemplo, una altura y una anchura) de un canal, segmento de canal o parte de canal tienen una o mas
de las dimensiones enumeradas anteriormente (por ejemplo, una anchura menor que 500 micrometros y una altura
menor que 200 micrometros).

Uno o mas canales o segmentos de canal descritos en la presente memoria pueden tener cualquier longitud adecuada.
En algunos casos, los canales o segmentos de canal pueden tener al menos aproximadamente 1 mm de longitud, al
menos aproximadamente 2 mm de longitud, al menos aproximadamente 5 mm de longitud, al menos aproximadamente
10 mm de longitud, al menos aproximadamente 20 mm de longitud, al menos aproximadamente 50 mm de longitud, o
mas.
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Los canales o segmentos de canal también pueden estar separados una distancia adecuada unos de otros. Por
ejemplo, en algunos casos, la anchura de una o mas partes intermedias entre canales o segmentos de canal puede
ser menor que aproximadamente 5 mm, menor que aproximadamente 2 mm, menor que aproximadamente 1 mm,
menor que aproximadamente 500 micrometros, menor que aproximadamente 300 micrémetros, menor que
aproximadamente 200 micrometros, menor que aproximadamente 100 micrometros, menor que aproximadamente 50
micrémetros, menor que aproximadamente 25 micrémetros, menor que aproximadamente 10 micrometros, menor que
aproximadamente 5 micrometros, 0 menos. En ciertas realizaciones, los segmentos de canal pueden estar separados
por una distancia de menos de 0,01 veces, menos de 0,1 veces, menos de 0,25 veces, menos de 0,5 veces, menos
de 1 vez, menos de 2 veces, menos de 5 veces o menos de 10 veces la anchura media mas grande del segmento del
canal.

Los canales o segmentos de canal también pueden estar orientados de cualquier manera adecuada. En algunos
casos, todos los canales o segmentos de canal estan separados una distancia sustancialmente igual entre si (es decir,
las anchuras de las partes intermedias son todas sustancialmente iguales). Los canales o segmentos de canal también
pueden estar orientados de manera que dos o mas (por ejemplo, todos) sean sustancialmente paralelos entre si.

En algunos casos, las dimensiones de un canal pueden elegirse de manera que el fluido pueda fluir libremente a través
del articulo o sustrato. Las dimensiones del canal también se pueden elegir, por ejemplo, para permitir un cierto caudal
volumétrico o lineal de fluido en el canal. Por supuesto, el nimero de canales y la forma de los canales se pueden
modificar mediante cualquier procedimiento conocido por los expertos en la materia. En algunos casos, se puede usar
mas de un canal o capilar.

En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, los sistemas microfluidicos incluyen solo un unico canal
interconectado con, por ejemplo, menos de 5, 4, 3, 2 o 1 intersecciones de canal cuando estan en uso. Un disefio
basado en un solo canal con intersecciones minimas o sin intersecciones puede ser fiable porque solo hay una
trayectoria de flujo posible para que cualquier fluido se desplace por el chip microfluidico.

Un sistema microfluidico descrito en la presente memoria puede tener cualquier volumen adecuado para llevar a cabo
una reaccion quimica y/o bioldgica u otro procedimiento. El volumen completo de un sistema microfluidico incluye, por
ejemplo, cualquier area de almacenamiento de reactivos, areas de reaccion, regiones de contencion de liquidos, areas
de residuos, asi como cualquier conector de fluidos, y canales microfluidicos asociados con los mismos. En algunas
realizaciones, se usan pequefias cantidades de reactivos y muestras y el volumen total del sistema microfluidico es,
por ejemplo, inferior a 10 mililitros, inferior a 5 mililitros, inferior a 1 mililitro, inferior a 500 microlitros, inferior a 250
microlitros, inferior a 100 microlitros, inferior a 50 microlitros, inferior a 25 microlitros, inferior a 10 microlitros, inferior a
5 microlitros o inferior a 1 microlitro.

Un dispositivo y/o un articulo fluidico descrito en la presente memoria puede ser portatil y, en algunas realizaciones,
manual. La longitud y/o la anchura del dispositivo y/o articulo pueden ser, por ejemplo, menores o iguales a 20 cm, 15
cm, 10 cm, 8 cm, 6 cm o 5 cm. El grosor del dispositivo y/o el articulo puede ser, por ejemplo, menor o igual que 5 cm,
3cm,2cm, 1cm, 8 mm, 5 mm, 3 mm, 2 mm o 1 mm. Ventajosamente, los dispositivos portatiles pueden ser adecuados
para su uso en entornos de puntos de atencion.

Parte o la totalidad de un dispositivo fluidico tal como un articulo o una cubierta se puede fabricar con cualquier material
adecuado. Por ejemplo, los articulos que incluyen canales pueden estar hechos de un material adecuado para formar
un microcanal. Los ejemplos no limitativos de materiales incluyen polimeros (por ejemplo, polietileno, poliestireno,
polimetilmetacrilato, policarbonato, poli(dimetilsiloxano), PTFE, PET y un copolimero de cicloolefina), vidrio, cuarzo y
silicio. El articulo y/o la cubierta pueden ser duros o flexibles. Los expertos en la materia pueden seleccionar faciimente
un material adecuado basandose, por ejemplo, en su rigidez, su inercia (por ejemplo, la ausencia de degradacion) de
un fluido que se hara pasar a través de él, su robustez a una temperatura a la que se encuentra un dispositivo concreto
para su uso, su transparencia/opacidad a la luz (por ejemplo, en las regiones ultravioleta y visible) y/o el procedimiento
usado para fabricar caracteristicas en el material. Por ejemplo, para articulos moldeados por inyeccién u otros articulos
extruidos, el material usado puede incluir un termoplastico (por ejemplo, polipropileno, policarbonato,
clorotrifluoroetileno, acrilonitrilo-butadieno-estireno, nailon 6), un elastémero (por ejemplo, poliisopreno, isobuteno-
isopreno, nitrilo, neopreno, etileno-propileno, hypaloén, silicona), un material termoendurecible (por ejemplo, epoxido,
poliésteres insaturados, compuestos fendlicos) o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, el material
y las dimensiones (por ejemplo, el grosor) de un articulo y/o cubierta se eligen de manera que sea sustancialmente
impermeable al vapor de agua. Por ejemplo, un dispositivo fluidico disefiado para almacenar uno o mas fluidos en el
mismo antes del primer uso puede incluir una cubierta que comprende un material conocido por proporcionar una alta
barrera al vapor, tal como ldmina metalica, ciertos polimeros, ciertas ceramicas y combinaciones de los mismos. En
otros casos, el material se elige basandose al menos en parte en la forma y/o configuracion del dispositivo. Por
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ejemplo, ciertos materiales pueden usarse para formar dispositivos planos mientras que otros materiales son mas
adecuados para formar dispositivos que tienen forma curva o irregular.

En algunos casos, un dispositivo fluidico esta formado por una combinacién de dos o mas materiales, tales como los
enumerados anteriormente. Por ejemplo, los canales del dispositivo se pueden formar en un primer material (por
ejemplo, poli(dimetilsiloxano)), y se puede usar una cubierta que se forma en un segundo material (por ejemplo,
poliestireno) para sellar los canales. En otra realizacién, se forma un primer conjunto de canales en un primer articulo
que comprende un primer material y se forma un segundo conjunto de canales en un segundo articulo que comprende
un segundo material. En otra realizacion mas, los canales del dispositivo se pueden formar en poliestireno u otros
polimeros (por ejemplo, mediante moldeo por inyeccién) y se puede usar una cinta biocompatible para sellar los
canales. La cinta biocompatible puede incluir un material conocido por mejorar las propiedades de barrera de vapor
(por ejemplo, lamina metalica, polimeros u otros materiales que se sabe que tienen altas barreras de vapor). Se pueden
usar diversos procedimientos para sellar un canal o partes de un canal microfluidico, o para unir multiples capas de
un dispositivo, que incluyen, pero no se limitan a, el uso de adhesivos (tales como adhesivos acrilicos o con base de
silicona), uso de cintas adhesivas, encolado, unién, laminaciéon de materiales o por procedimientos mecanicos (por
ejemplo, pinzado).

El sellado de un canal y/o cualquier toma de entrada y salida puede proteger y retener cualquier gas, liquido y/o
reactivo en seco que pueda almacenarse dentro de un canal. De forma adicional o alternativa a una o mas cubiertas
descritas en la presente memoria, en ciertas realizaciones, puede colocarse un fluido que tiene baja volatilidad, tal
como un aceite o glicol en el extremo de un tubo para ayudar a prevenir la evaporacion y/o el movimiento de otros
fluidos contenidos en él.

Los dispositivos que comprenden elementos 6pticos y canales (por ejemplo, microcanales) descritos en la presente
memoria se pueden fabricar usando diversas técnicas. Por ejemplo, los dispositivos descritos en la presente memoria
pueden formarse usando moldeo por inyeccion, estampado en caliente u otras técnicas de ingenieria de plasticos. Los
dispositivos también se pueden fabricar usando técnicas de mecanizado tradicionales. En algunos casos, los
dispositivos pueden fabricarse produciendo un molde y transfiriendo las caracteristicas del molde a un polimero
endurecible (por ejemplo, PDMS). Los moldes se pueden fabricar, por ejemplo, mediante caracteristicas de grabado
en una oblea de silicio (por ejemplo, a través de un grabado de KOH anisétropo) y transfiriendo las caracteristicas
sobre un material endurecible (por ejemplo, SU-8) que puede servir como molde. En algunos casos, los dispositivos
microfluidicos descritos en la presente memoria incluyen un articulo que es una pieza Unica e integrada de material
sin capas unidas.

En un conjunto de realizaciones, se usan técnicas puramente fotolitograficas para fabricar los canales y elementos
opticos en un polimero. Las FIG. 4A-4B ilustran un procedimiento de fabricaciéon que puede usarse para producir
elementos o6pticos triangulares en una resina fotosensible. En la FIG. 4A, una capa de resina fotosensible 410 se
superpone al sustrato 412. Una fotomascara 414, que comprende la caracteristica 416 transparente a los rayos UV,
esta expuesta a la luz ultravioleta 418. La luz ultravioleta se dirige en un angulo 420 con respecto a la normal de la
fotomascara. El desarrollo de la resina fotosensible produce la formacién de una caracteristica triangular 430, como
se muestra en la FIG. 4B. Esta técnica puede producir caracteristicas que tienen superficies lisas. Ademas, la técnica
se puede usar para fabricar caracteristicas con un intervalo relativamente amplio de angulos de inclinacién (por
ejemplo, de aproximadamente 0° a aproximadamente 20°). Dichos procedimientos son conocidos por los expertos en
la materia.

Los procedimientos de fabricacion usados para producir dispositivos mediante moldeo por inyeccion (u otras técnicas
de ingenieria de plasticos, tales como estampado en caliente), a menudo requieren moldes que tengan angulos de
inclinacion distintos de cero en algunas o todas las caracteristicas para su reproduccion en plastico. Como se expuso
anteriormente, un angulo de inclinaciéon es la magnitud de conicidad en piezas moldeadas o fundidas por colada
perpendicular a la linea de separacién (un canal cuadrado con paredes perpendiculares al suelo que tiene un angulo
de inclinacion de cero grados). A menudo es necesario un angulo de inclinacién distinto de cero para permitir el
desmoldeo de la réplica de la herramienta de moldeo.

La fabricacion de elementos con angulos de inclinacion distintos de cero es dificil. Por ejemplo, para estructuras
microfluidicas (por ejemplo, canales) que tienen varias profundidades, el molde correspondiente debe tener
caracteristicas con multiples alturas ademas de angulos de inclinacion distintos de cero. Estos tipos de moldes pueden
ser dificiles de fabricar en la microescala, ya que moldear microcanales de plastico con restricciones en el angulo de
inclinacion, la profundidad y la anchura no es sencillo.

De hecho, son pocas las técnicas que pueden producir las formas apropiadas para un molde que tenga angulos de
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inclinacion distintos de cero. Para ampliar la extension de las tecnologias capaces de producir las formas apropiadas,
se puede elegir una via indirecta para la fabricacién del molde. Por ejemplo, los canales mismos pueden crearse con
diversos materiales, mediante diversas técnicas para producir una pieza maestra. A continuacion, se obtiene la forma
negativa de la pieza maestra (por ejemplo, mediante electrodeposicion), para producir un molde para moldeo por
inyeccion. Las técnicas capaces de producir una pieza maestra con angulos de inclinacién distintos de cero y varias
profundidades incluyen: (1) fresado con uno o mas fragmentos trapezoidales, (2) técnicas fotolitograficas en
combinacién con polimeros fotosensibles gruesos, por ejemplo, vidrio fotosensible o resina fotosensible SU8, en
combinacién con una exposicion del lado posterior o una exposicion del lado superior con luz con un angulo no normal.
Se describe un ejemplo del uso de la exposicion del lado superior no normal con vidrio fotosensible para producir
caracteristicas con angulos de corriente distintos de cero en la patente de EE.UU. n°® 4.444.616. La preparacion de
multiples profundidades se puede lograr mediante multiples exposiciones fotolitograficas en multiples capas de
material fotosensible. (3) El grabado con KOH sobre sustratos de silicio también puede producir &ngulos de inclinacion
distintos de cero, de acuerdo con los planos cristalinos del silicio. (4) Como alternativa a los angulos de inclinacién
rectos, los canales que tienen paredes laterales redondeadas también pueden producir piezas maestras adecuadas
para moldes. Dichas paredes laterales redondeadas se pueden lograr mediante grabado quimico isétropo sobre una
superficie plana (por ejemplo, grabado con HF en obleas de Pyrex), o mediante reflujo de las estructuras de resinas
fotosensibles por tratamiento por calor. (5) El grabado i6nico reactivo profundo (DRIE) también puede producir angulos
de inclinacion distintos de cero grados de acuerdo con determinados ciertos parametros.

Los ejemplos siguientes pretenden ilustrar determinadas realizaciones de la presente invencién, pero no deben
interpretarse como limitativos y no ilustran el alcance completo de la invencion.

Ejemplo 1

Fabricacion de canales microfluidicos

Se describe un procedimiento para fabricar un sistema de canal microfluidico.

Los sistemas de canales, como los que se muestran en las FIG. 1Ay 1B, fueron disefiados con un programa de disefio
asistido por ordenador (CAD). Los dispositivos microfluidicos se formaron con poli(dimetilsiloxano) Sylgard 184
(PDMS, Dow Corning, Ellsworth, Germantown, WI) por elaboracién de prototipos rapida usando piezas maestras
fabricadas con la resina fotosensible SU8 (MicroChem, Newton, MA). Las piezas maestras se produjeron en una oblea
de silicio y se usaron para reproducir el patron negativo en PDMS. Las piezas maestras contenian dos niveles de SUS,
un nivel con un grosor (altura) de ~ 70 yum que define los canales en el area del inmunoanalisis, y un segundo grosor
(altura) de ~360 um que define las areas de almacenamiento y desecho de reactivos. Se disefié otra pieza maestra
con un canal que tenia un grosor (altura) de 33 um. Las piezas maestras se sometieron a silanizaciéon con
(tridecafluoro-1,1,2,2-tetrahidrooctil)triclorosilano (ABC-R, Alemania). Se mezclé el PDMS de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y se vertié en las piezas maestras. Después de la polimerizacion (4 horas, 65 °C), se
desprendid la réplica de PDMS de las piezas maestras y se perforaron los orificios de acceso del PDMS usando tubos
de acero inoxidable con bordes afilados (1,5 mm de diametro). Para completar la red fluidica, se usé un sustrato plano
tal como un portaobjetos de vidrio, una oblea de silicio, una superficie de poliestireno, una placa plana de PDMS o una
cinta adhesiva como una cubierta y se coloco frente a la superficie de PDMS. La cubierta se mantuvo en su lugar por
accion de las fuerzas de Van der Waals o se fijo al dispositivo microfluidico usando un adhesivo.

En otras realizaciones, los canales microfluidicos se prepararon con poliestireno u otros termoplasticos mediante
moldeo por inyeccion. Este procedimiento es conocido por los expertos en la materia. El volumen de una cavidad de
moldeo por inyeccion puede definirse por una superficie inferior y una superficie superior separadas por un armazon
hueco que determina el grosor del articulo moldeado. Para un articulo que incluye caracteristicas de canal u otros
elementos a microescala en dos lados opuestos del articulo, las superficies inferior y superior de la cavidad de moldeo
pueden incluir caracteristicas elevadas que crean las caracteristicas de canal a cada lado del articulo. Para un articulo
que incluye caracteristicas de canal en un solo lado del articulo, solo la superficie superior o inferior de la cavidad de
moldeo incluye dichas caracteristicas. Los orificios pasantes que atraviesan todo el grosor del articulo pueden ser
producidos por pasadores que atraviesan la cavidad, incrustados en una o mas superficies de la cavidad y que entran
en contacto con el otro lado. Por ejemplo, los pasadores pueden extenderse desde solo la superficie superior, solo la
superficie inferior, o desde las superficies superior e inferior.

Ejemplo 2

Rendimiento de un sistema que comprende elementos dpticos triangulares
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Este ejemplo describe los perfiles de transmision de los sistemas que emplean un canal serpenteante, uno con
elementos opticos triangulares (surcos) y otro sin ellos. Se fabricé un articulo de poliestireno con sistemas idénticos
de canales fluidicos en un lado. Algunos de estos canales incluyen elementos 6pticos triangulares entre los canales
del otro lado (canales blindados). Otros canales no incluyen elementos opticos triangulares entre ellos (canales
normales/estandar sin blindaje). Los canales tenian 160 micrometros de anchura. Las partes intermedias entre los
canales tenian 60 micrémetros de anchura. El grosor del articulo se disefidé usando el modelo descrito anteriormente.
Los elementos o6pticos triangulares también se disefiaron como se describe en el modelo anterior con un angulo de
35,3°, una anchura de 160 micrometros y un paso de 220 micrometros. Las mediciones épticas se realizaron usando
una unica fuente de luz LED colimada y un unico detector de fotodiodos.

Las mediciones se realizaron con un liquido de ajuste de indice aproximado en los canales (agua) y con un colorante
absorbente concentrado (azul de metileno, 20 mg/ml en agua). Usando agua en el canal "normal" (canal sin elementos
Opticos) como valor basal, se realizaron las siguientes mediciones de transmision:

Transmision DO
Agua en el canal normal 100 % 0,00
Colorante en el canal normal 27 % 0,56
Canal de agua con blindaje 26 % 0,58
Colorante en canal con 1% 1,98
blindaje

Suponiendo un colorante perfectamente absorbente, la transmisién a través de canales normales deberia ser del 27 %,
ya que las paredes del canal constituyen 60 / (60 +160) = 27 % del area de la zona de medicidn. Los resultados
experimentales confirmaron esta predicciéon. Debe observarse que el intervalo de DO proporcionado por un canal sin
blindaje de estas dimensiones seria 0 a 0,56. En canales blindados con colorante, solo se transmitio el 1 % de la luz
incidente. El elemento optico triangular se disefid para bloquear la luz que se transmitiria a través de las partes
intermedias o para dirigir la luz hacia los canales. El colorante en los canales absorbié la mayoria, si no la totalidad,
de la luz que incidia en los canales.

Con agua en los canales blindados, se transmitio el 26 % de la luz incidente en la zona de medicion. Con una anchura
de 60 micrémetros y un paso de 220 micrémetros, los elementos 6pticos triangulares bloquearon el 73 % de la
superficie superior del area de medicion. El 27 % restante del area se colocé directamente encima de los canales.
Dado que estos canales se llenaron con liquido de ajuste de indice, se supuso que transmitian toda la luz que incidia
sobre ellos. Una transmision total del 26 % indicd que, en este experimento en particular, se reflejo significativamente
mas luz incidente en los elementos épticos del sistema que la que se dirigié a los canales.

Para comprender el intervalo de medicién de los canales blindados, se hizo una comparacion entre la intensidad de la
luz transmitida a través de los canales blindados con colorante y la intensidad de la luz transmitida a través de los
canales blindados con agua. Usando los canales blindados con agua como referencia, la transmisién con colorante
fue del 4 %. Esto indicé que el intervalo de DO proporcionado por el sistema blindado con canales de estas
dimensiones seria de 0 a 1,40. Esto representa una mejora significativa con respecto a la configuracion normal. La
FIG. 5 presenta una comparacion de las DO medidas en los canales serpenteantes blindados y las DO medidas en
canales serpenteantes no blindados. En este ejemplo, se uso colorante de erioglaucina. Como se puede ver, el blindaje
proporcion6 un mayor intervalo dinamico de DO correspondiente a un rendimiento superior.

Se puede obtener una comparacion mas detallada de la luz transmitida usando el sistema de sensores de imagen
lineal descrito anteriormente. La FIG. 6A incluye un diagrama esquematico que describe la transmision de luz a través
de una zona de medicion del canal de serpenteo microfluidico sin elementos opticos. En este conjunto de
experimentos, los canales se llenaron con colorante oscuro (10 mg/ml de colorante de erioglaucina). Se us6 una fuente
de luz colimada para proyectar luz incidente sobre la zona de medicién del canal serpenteante. Se usé una lente de
focalizacién y un sensor de imagen lineal para detectar luz a través de la zona de medicién. La luz incidente sobre los
canales fue absorbida por el colorante, mientras que la luz incidente entre los canales pasaba a través del articulo. La
FIG. 6B es una representacion grafica de la luz transmitida en funcién de la posicion a través de la zona de medicion.
Los picos en la FIG. 6B indican la presencia de una gran cantidad de luz parasita entre los canales.

La FIG. 6C incluye un diagrama esquematico que describe la transmision de luz a través de una zona de medicién del
canal serpenteante microfluidico con elementos épticos. Como en el conjunto anterior de experimentos, los canales
se llenaron con colorante, que absorbio la luz incidente sobre los canales. La FIG. 6D, como la FIG. 6B, incluye un
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diagrama de luz transmitida en funcién de la posicién a través de la zona de medicién. Sin embargo, en este caso, los
picos correspondientes a las posiciones entre los canales se han reducido drasticamente, lo que significa que la luz
parasita entre los canales se ha reducido debido a la presencia de los elementos opticos. Debido al blindaje
proporcionado por los elementos épticos, cuando se emplean, un solo fotosensor puede proporcionar un rendimiento
optico casi equivalente en comparacion con un sensor de imagen lineal mas complejo. Esto muestra que pueden
usarse sistemas opticos simplificados en combinacién con dispositivos fluidicos descritos en la presente memoria.

Ejemplo 3

Reduccién de la anchura de las partes intermedias

En este ejemplo, se fabricaron y probaron varias muestras con diversas anchuras de partes intermedias. La FIG. 7A
incluye una micrografia y una ilustracion esquematica de un dispositivo que comprende elementos épticos de 120
micrometros de anchura separados 100 micrémetros entre si. En la FIG. 7B, los elementos opticos estan separados
solo 30 micrometros entre si. Los canales se llenaron con colorante (Erioglaucina) en diversas concentraciones, y se
tomaron mediciones de las transmisiones a través de la region del canal serpenteante. La FIG. 7C incluye una
representacion grafica de la DO neta en funcién de la concentracion de colorante para varios dispositivos que incluyen
separaciones entre elementos diversas. Como puede verse a partir de la grafica, la DO aumenta al aumentar la
concentracion de colorante y al disminuir la separacion entre elementos. La Tabla 1 resume la densidad éptica maxima
proyectada tedrica (transmisién minima) y el rendimiento 6ptico real de estos sistemas.

Tabla 1. Densidades 6pticas maximas predichas y medidas para varios dispositivos.
Anchura del canal Anchura de las partes | DO max. prevista DO max. medida
intermedias

120 ym 50 ym 0,53 0,49

120 ym 60 pm 0,48 0,43

120 um 70 uym 0,43 0,38

120 ym 80 um 0,40 0,35

120 ym 90 pm 0,37 0,32

120 ym 100 pm 0,34 0,30

Ejemplo 4

Uso de sensores de imagen lineales

Este ejemplo describe el uso de un sensor de imagen lineal junto con los sistemas y procedimientos descritos en la
presente memoria.

Se colocd un sensor de imagen lineal debajo de un canal serpenteante como se muestra en la FIG. 8B de manera que
los elementos de deteccion se colocaron debajo de la superficie, incluido el canal. Se monté una lente de focalizacion
entre el sensor y el canal serpenteante, de manera que se proyecté una imagen enfocada del canal sobre la superficie
del sensor. La luz colimada se usé para iluminar el canal serpenteante. En una configuracion experimental alternativa,
el sensor de imagen lineal se colocé inmediatamente debajo del canal serpenteante (es decir, dentro de menos de 0,5
mm), mitigando la necesidad de colocar una lente entre el canal serpenteante y la superficie del detector optico.

Las mediciones del sistema se realizaron con diversos fluidos en el canal que incluyen liquido de ajuste de indice,
colorante diluido en agua y colorante concentrado. Las FIG. 9A-9D incluyen representaciones graficas de luz
transmitida en funcion de la posicién a lo largo del sensor de imagen lineal para diversas concentraciones de colorante.
En la FIG. 9A, se us6 una baja concentracion de colorante (0,05 mg/ml de erioglaucina) en el canal. Las FIG. 9B-9D
muestran concentraciones de colorante de 0,4 mg/ml, 1,6 mg/ml y 50 mg/ml, respectivamente. Se transmiti6 menos
luz a través de los canales (es decir, aumentd la absorbancia) a medida que aumentaba la concentracién de colorante.
Se escribié un programa de software para identificar los pixeles que correspondian a las posiciones dentro del canal.
Al seleccionar solo estos pixeles, la transmisién se calcul6 del modo siguiente:

Intensidad de luz detectada con canal liquido objetivo

= 12
Intensidad de luz detectada con liquido ajustado al indice en el canal (12]

Se calculé un valor de transmision total promediando las mediciones de todos los pixeles del canal identificados.
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Se obtuvieron imagenes de diversas concentraciones de colorantes en los canales (que corresponden a diversos
niveles de absorcién en los canales). Las transmisiones se calcularon usando el procedimiento explicado
anteriormente y se convirtieron en DO. La FIG. 10 incluye representaciones graficas de DO en funcion de la
concentracion de colorante cuando se usa un Unico fotodetector (que mide la luz que se desplaza a través de los
canales y entre los canales) y cuando se usa un sensor de imagen lineal (pixeles discriminantes). El sensor de imagen
lineal suministré un intervalo dinamico mayor de DO correspondiente a un rendimiento superior.

Aunque en la presente memoria se han descrito e ilustrado varias realizaciones de la presente invencion, los expertos
en la materia imaginaran facilmente otros medios y/o estructuras diversos para realizar las funciones y/u obtener los
resultados y/o una o mas de las ventajas descritas en la presente memoria, y cada una de dichas variaciones y/o
modificaciones se considera dentro del alcance de las reivindicaciones. Por lo tanto, debe entenderse que las
realizaciones anteriores se presentan a modo de ejemplo solamente y que, dentro del alcance de las reivindicaciones
adjuntas.

Tal como se definen y usan en la presente memoria, todas las definiciones deben entenderse como prioritarias con
respecto a las definiciones del diccionario, las definiciones en documentos incorporados como referencia y/o los
significados corrientes de los términos definidos.

Salvo que se indique claramente lo contrario, debe entenderse que los articulos indefinidos "un" y "una", tal como se
usan en el presente documento en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, significan "al menos uno".

También debe entenderse que, a menos que se indique claramente lo contrario, en cualquiera de los procedimientos
establecidos en la presente memoria que incluyen mas de una etapa o accion, el orden de las etapas o acciones del
procedimiento no esta necesariamente limitado al orden en el que se indican las etapas o acciones del procedimiento.

En las reivindicaciones, asi como en la memoria descriptiva anterior, debe entenderse que todas las frases de
transicion como "que comprende”, "que incluye", "que soporta", "que tiene", "que contiene", "que implica", "que
sostiene", "compuesto por" y similares son abiertas, es decir, significan que incluyen, pero sin caracter limitativo. Solo
las frases de transicion "que consiste en" y "que consiste esencialmente en" seran frases de transicion cerradas o

semicerradas, respectivamente.
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema de ensayo multiplex que comprende:
un articulo (10) que soporta ensayos en fase solida,
comprendiendo dicho articulo un sustrato plano rigido (12) y comprendiendo dos o mas regiones de contencion de
liquido (26, 28, 30) diferentes, comprendiendo cada regién de contencién de liquido al menos una region de analisis
que puede ser interrogada épticamente, teniendo cada region de analisis uno o mas parejas de unidén asociadas
con una superficie del sustrato, donde dichas parejas de union se unen a uno o mas analitos presentes en una
muestra en la region de contencién de liquido (26, 28, 30),
donde para al menos una region de contencion de liquido (26, 28, 30), el uno o mas analitos se seleccionan de
entre el grupo que consiste en antigeno prostatico especifico (PSA), PSA libre, PSA complejo, pro-PSA y proteina
de calicreina humana (hk2); y
un dispositivo 6ptico (36, 38) configurado para suministrar luz colimada con el fin de iluminar una region de analisis
de las dos o mas regiones de contencion de liquido (26, 28, 30) y detectar luz a partir de la region de analisis
iluminada.
2. El sistema de ensayo multiplex segun la reivindicacién 1, donde la pareja de unién a proteinas es un
anticuerpo.
3. El sistema de ensayo multiplex segun la reivindicacion 1, con la muestra de fluido obtenida de una
muestra de sangre entera, suero sanguineo o plasma sanguineo.
4, El sistema de ensayo multiplex segun la reivindicacion 1, donde el dispositivo dptico (36, 38) comprende
una fuente luminosa (36) y un detector (38).
5. El sistema de ensayo multiplex segun la reivindicacion 1, donde el dispositivo éptico (36, 38) comprende
una fuente luminosa y un detector de fotodiodo o
un sensor de imagen lineal que detecta luz de una o mas regiones de analisis o
una camara o
un sistema de imagen.
6. El sistema de ensayo multiplex segun la reivindicacion 4, donde el sustrato plano rigido (12) esta
colocado entre la fuente luminosa (36) y el detector (38) de manera que un primer lado (20) del sustrato esta situado

frente al detector (38) y un segundo lado (22) del sustrato se situa frente a la fuente luminosa (36) y esta expuesto a
la luz.

7. El sistema de ensayo multiplex segun la reivindicacion 4, donde el detector (38) esta configurado para
detectar fotoluminiscencia, fluorescencia, quimioluminiscencia, bioluminiscencia y/o electroquimioluminiscencia.

8. El sistema de ensayo multiplex segun la reivindicacion 1, donde cada regién de contencion de liquido
(26, 28, 30) diferente es una camara que tiene una profundidad medida en perpendicular a una superficie del sustrato
plano rigido (12) y una dimensién en seccién transversal paralela a la superficie del sustrato plano rigido.

9. El sistema de ensayo multiplex segun la reivindicacion 8, donde la camara comprende una estructura
separada conectada al sustrato plano rigido.

10. El sistema de ensayo multiplex segun la reivindicaciéon 8, donde la camara esta cubierta o descubierta.
11. El sistema de ensayo multiplex segun la reivindicacion 9, donde la estructura separada esta conectada
al sustrato plano rigido (12) a través de un adhesivo, preferentemente un adhesivo basado en acrilico o silicona, y/o
fuerzas de van der Waals.

12. El sistema de ensayo multiplex segun la reivindicacion 1, donde el sustrato plano rigido (12) es un
polietileno, poliestireno, polimetilmetacrilato, policarbonato, poli(dimetilsiloxano), politetrafluoroetileno, tereftalato de
polietileno o copolimero de cicloolefina o un sustrato de vidrio, cuarzo o silicio.

13. El sistema de ensayo multiplex segun la reivindicacidon 1, donde el sustrato plano rigido (12) es una
Unica pieza integrada de material sin capas unidas.
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14. El sistema de ensayo multiplex segun la reivindicacion 1, donde el sistema de ensayo multiplex tiene un
volumen total de menos de 5 mililitros, preferentemente menos de 1 mililitro.

5 15. El sistema de ensayo multiplex segun la reivindicacion 1, donde para al menos una region de contencion
de liquido (26, 28, 30), el uno 0 mas analitos es uno o mas acidos nucleicos.
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