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@ Resumen:

Procedimiento y dispositivo para la identificacién y carac-
terizacién secuencial de unidades discretas en suspen-
sién en un chorro capilar en régimen de flujo laminar, me-
diante un sensor éptico o electromagnético.

Es objeto de |a presente invencién un procedimiento para
la identificacién y caracterizacién secuencial de unidades
discretas en suspensién en un chorro capilar en régimen
de flujo laminar, mediante un sensor éptico o electromag-
nético, que incluye las siguientes etapas:

e impulsién mediante una sobrepresiéon de hasta 200 atm
a través de un orificio, simultanea y concéntricamente, de
un liquido L portador de las unidades discretas, conjunta-
mente con otro fluido F inmiscible con él, que lo envuelve
dando lugar a un chorro.

® ajuste del caudal del chorro a un valor comprendido en-
tre una y trescientas veces el cuadrado de la tensién su-
perficial correspondiente a la entrefase del liquido L y el
fluido envolvente F, dividida por la raiz cuadrada del pro-
ducto de la densidad del liquido L y la potencia tercera del
incremento de presion Ap;

e ajuste del didmetro y el caudal del chorro a los requeri-
mientos de frecuencia de paso y umbral de deteccion del
sensor;

o registro por el sensor del paso de las unidades discretas
y caracterizacién en sucesién de cada una de ellas.
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DESCRIPCION

Procedimiento y dispositivo para la identificacion
y caracterizacion secuencial de unidades discretas en
suspension en un chorro capilar en régimen de flujo
laminar, mediante un sensor Optico o electromagnéti-
co.
Objeto de 1a invencién

Es objeto de la presente invencion un procedi-
miento para la identificacién y caracterizacién se-
cuencial de unidades discretas en suspension en un
chorro capilar en régimen de flujo laminar, mediante
un sensor 6ptico o electromagnético, que incluye las
siguientes etapas:

e impulsién mediante una sobrepresion de
hasta 200 atm a través de un orificio, si-
multdnea y concéntricamente, de un liqui-
do L portador de las unidades discretas,
conjuntamente con otro fluido F inmisci-
ble con él, que lo envuelve dando lugar a
un chorro.

e ajuste del caudal del chorro a un valor
comprendido entre una y trescientas ve-
ces el cuadrado de la tensién superficial
correspondiente a la entrefase del liquido
L y el fluido envolvente F, dividida por la
raiz cuadrada del producto de la densidad
del liquido L y la potencia tercera del in-
cremento de presion Ap;

e ajuste del didmetro y el caudal del chorro
a los requerimientos de frecuencia de paso
y umbral de deteccion del sensor;

o registro por el sensor del paso de las unida-
des discretas y caracterizacién en sucesion
de cada una de ellas.

Es asimismo objeto de la presente invencidén un
procedimiento para la identificacion y caracterizacion
secuencial de unidades discretas en suspensién en un
chorro capilar en régimen de flujo laminar, mediante
un sensor Optico o electromagnético, segtin lo ante-
rior, caracterizado porque el fluido envolvente F es un
gas.
Ademds, se define en esta invencion un proce-
dimiento para la identificacién y caracterizacién se-
cuencial de unidades discretas en suspension en un
chorro capilar en régimen de flujo laminar, mediante
un sensor Optico o electromagnético, segtin lo ante-
rior, caracterizado porque la viscosidad del liquido L
se ajusta haciendo que éste sea producto de la mez-
cla de al menos dos liquidos miscibles de viscosidad
diferente y compatibles con las unidades discretas en
suspension, de tal forma que la longitud del chorro ca-
pilar sea superior a 300 micrémetros, preferentemen-
te superior a 1 milimetro, medida a partir del orificio
hasta el punto donde el chorro capilar se disgrega en
gotas.

Tal procedimiento se puede aplicar a la identifi-
cacion y caracterizacion secuencial de diversos tipos
de unidades discretas: células, virus, microcristales,
particulas inertes, particulas-sonda con afinidad por
sustancias a analizar, microcdpsulas mono- o multi-
vesiculares.

Por otra parte, ¢l procedimiento puede incluir una
etapa de separacion de las unidades discretas.

Asimismo es objeto de la invencién un disposi-
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tivo para la identificacién y caracterizacién secuen-
cial de unidades discretas en suspension en uno 0 mas
chorros capilares en régimen de flujo laminar, me-
diante un sensor Optico o electromagnético, caracte-
rizado porque incluye:

e una fuente del liquido L portador de las
unidades discretas;

e una fuente del fluido F envolvente;

e una barrera impermeable, que separa a las
dos fuentes citadas del ambiente exterior,
y de la que emergen uno o mds chorros
de liquido portador L rodeados concéntri-
camente por el fluido envolvente F a tra-
vés de uno o mds orificios correspondien-
temente practicados en dicha barrera,

¢ un clemento que asegura una sobrepresion
de hasta 200 atm de las fuentes con respec-
to al ambiente exterior y permite que todos
los caudales emergentes del o de los orifi-
cios se encuentren en el rango descrito en
la reivindicacién 1;

e un sensor, situado ante el tramo estable del
0 los chorros concéntricos, que registra las
unidades discretas en transito secuencial.

Opcionalmente, el fluido envolvente F puede ser
un gas.

El dispositivo se puede aplicar a la identificacion y
caracterizacion secuencial de diversos tipos de unida-
des discretas: células, virus, microcristales, particulas
inertes, particulas-sonda con afinidad por sustancias a
analizar, microcdpsulas mono- o multivesiculares.

Asimismo, puede incluir elementos para efectuar
la separacién de dichas unidades discretas del chorro
capilar.

Estado de la técnica

La citometria de flujo (CMF) es una tecnologia
destinada a medir muy diversos pardmetros celulares,
tales como antigenos de superficie, citoplasmaticos y
nucleares, dcidos nucleicos, actividad enzimaética, flu-
jo de calcio, potencial de membrana y pH. Se¢ carac-
teriza esta tecnologia, desarrollada en los dltimos 35
afios, por su capacidad para la medicién de un gran
nimero de células, en forma individual, durante pe-
riodos muy corto de tiempo. Entre sus ventajas s¢ en-
cuentran su exactitud, precision, rapidez y capacidad
para procesar un gran nimero de muestras en corto
tiempo. La CMF permite un andlisis multiparamétri-
o, extensivo a un gran nimero de células y a multi-
ples procesos funcionales; es facil conseguir una bue-
na integracion de respuestas y mecanismos, asi como
una adecuada resolucién de la heterogeneidad celu-
lar y una seleccion fenotipica de subpoblaciones. Sin
embargo, el equipo, su mantenimiento y reactivos son
todavia costosos.

En CMF, las células o particulas objeto de medi-
c¢ion se desplazan arrastradas por un flujo o torrente 1i-
quido laminar, siendo los rangos actuales de medicién
de 100-25.000 células por segundo en sangre perifé-
rica u otros liquidos corporales. Cada célula pasa por
un punto donde el chorro recibe el impacto de un 14-
ser, que emite luz de una longitud de onda adecuada;
las caracteristicas propias de cada célula determinan
un patrén especifico de dispersion y de intensidad en
la radiacién emitida. Dicha radiacion es captada y de-
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purada por un sistema Optico, que concentra y trans-
forma la sefial convirtiéndola en pulsos de voltaje. Es-
tos son codificados ¢ interpretados por un ordenador.
Los datos obtenidos de esta manera pueden manejarse
muy versatilmente, siendo de gran fiabilidad y exacti-
tud. La citometria de flujo supera con mucho la capa-
cidad de otras metodologias tradicionales y permite
orientar ¢l diagnéstico, clasificacién y prognosis de
numerosas enfermedades.

Las células pueden llevar acopladas moléculas
fluorescentes (labelling, tagging o marcado molecu-
lar), que, una vez excitadas por el ldser, emiten una
respuesta fluorescente en una longitud de onda ma-
yor, lo que facilita la identificacién de subgrupos es-
pecificos dentro de las grandes poblaciones celula-
res. Cuando las células van desfilando en hilera por
la zona de medida, donde la luz de laser intersec-
ta el chorro, cada célula etiquetada produce un breve
destello fluorescente, cuya intensidad es directamente
proporcional al nimero de copias marcadas presen-
tes en la célula. Los marcadores (fluorescent dyes) se
conjugan con los antigenos presentes en la superficie
de 1a célula, actuando como seflales de clasificacion.
Actualmente existen diferentes protocolos que permi-
ten unir anticuerpos a compuestos fluorescentes. En-
tre los fluorocromos utilizados destacan el isotiocia-
nato de fluoresceina (FITC), isotiocianato de tetrame-
tilrodamina (TRITC), diclortriazinilaminofluorescei-
na (DTAF), Rojo Texas, bimane y otros. Son desea-
bles ciertas propiedades bioldgicas en los marcadores
fluorescentes, tales como su reactividad con grupos
quimicos, su unién no covalente a estructuras, su inte-
raccion con iones o radicales, su susceptibilidad a re-
acciones enzimadticas y su permeabilidad y retencién
a través de la membrana celular.

Un aspecto singular de la citometria de flujo es
que mide la fluorescencia asociada individualmente
a cada célula o particula. En cambio, las mediciones
espectrofotométricas se realizan en masa, valorando-
se la absorcion o la transmision de luz en porcentajes
para el conjunto de la muestra. En la CMF, por ¢l con-
trario, cada célula es interrogada individualmente por
el laser. Para conseguirlo, y éste es uno de los aspectos
centrales de la presente invencion, es preciso asegurar
una trayectoria predecible y secuencial de las células,
que son enfocadas hidrodindmicamente para forzar su
movimiento en fila dentro del eje de un chorro liqui-
do.

Seguidamente, es tarea de unos tubos fotomulti-
plicadores (photo multiplier tubes, PMTs) y unos de-
tectores de estado sélido el recoger las emisiones fo-
ténicas de cada célula y convertirlas en diferencias de
potencial analdgicas. Las sefiales analdgicas son lue-
go digitalizadas mediante convertidores (analog to di-
gital converters, ADCs) y almacenadas para su andli-
sis posterior.

La citometria de flujo (CMF) permite la medi-
cion de numerosos pardmetros de interés, tanto a ni-
vel molecular, por fluorescencia (proteinas extracelu-
lares, secuencias de ADN o ARN libres, complejos
inmunes circulantes), como a nivel subcelular (virio-
nes individuales, liposomas, cromosomas, organulos
o nucleos aislados), a nivel celular (bacterias, hongos
unicelulares, células humanas y animales, protoplas-
tos vegetales) o a nivel supracelular (hibridomas y fu-
siones celulares, esferoides, organismos pluricelula-
res). También se pueden analizar pardmetros intrace-
lulares (componentes intracelulares, funciones intra-
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celulares o entorno intracelular) y parametros extrace-
lulares (interaccién con otras células, diferenciacién
celular).

Un aspecto importante de muchos sistemas de
CMF es su capacidad para discriminar. En efecto, la
citometria de flujo ha emergido como una herramienta
poderosa en la diferenciacién de subpoblaciones ce-
lulares. Para ello, el chorro portador de células es so-
metido a oscilacién por medio de un cristal de cuarzo
piezoeléctrico. La perturbacion asi inducida causa la
rotura del chorro en microgotas, cuya frecuencia de
generacion es tan alta que cada gota tiene a 1o sumo
una sola célula. Si la célula en cuestion satisface los
criterios exigidos, la gota portadora recibe un pulso
de carga eléctrica. Seguidamente, se hace discurrir las
gotas por un campo eléctrico que produce la deflexién
del flyjo y la separacion de las subpoblaciones. Tales
procesos de separacion son actualmente comunes en
el campo de 1a hematologia experimental. Véase, por
ejemplo, la descripcién en Flow Cytometry and Sor-
ting, second edition, M.R. Melamed, T. Lindmo, M.L.
Mendelsohn, Editors. Wiley-Liss, New York, 1991.

Ademads de medir sefiales procedentes de los des-
tellos fluorescentes de las células, los sistemas CMF
permiten indicar otros aspectos de las células tran-
seuntes, en particular el tamaiio celular y la densidad.
La luz laser incidental es dispersada de forma diferen-
te dependiendo del tamafio relativo de la célula y de la
presencia de orgdnulos interiores. El tamaiio y la den-
sidad son pardmetros esenciales en hematologia para
diferenciar tipos de células en la sangre.

Los componentes habituales de un sistema de
CMF son:

e Inyeccién de la muestra y cdmara de flujo
e Emision de fluorescencia y bancada optica

o Amplificacion de las sefiales de fluores-
cencia

e Eliminacién de sefiales no deseadas me-
diante un discriminador

e Cuantificacion de las sefiales: Convertidor
analégico-digital

o Clasificacion de las sefiales: Histograma
de frecuencias

e Presentacion de datos: graficos de puntos
y proyecciones

En cuanto al campo de aplicaciones de la CMF,
pueden citarse numerosos dmbitos. En la practica cli-
nica general, los sistemas CMF permiten ¢l diagnos-
tico o el prondstico basados en andlisis celulares, la
evaluacién y monitorizacion del tratamiento, o el ana-
lisis de la lesion y muerte celular. Son amplias las
aplicaciones diagndsticas de la citometria de flujo,
tanto para caracterizacion de las células normales co-
mo para identificacién y deteccién de células anor-
males. En terapéutica, se aplica para la seleccion de
células en la terapia celular (andlisis de progenitores
en el transplante autélogo, pruebas cruzadas en trans-
plantes heterélogos, deteccion y cuantificacion de leu-
cocitos residuales en hemopreparados), andlisis de la
accion terapéutica a nivel celular (cambios en pard-
metros estructurales o funcionales), andlisis de la ac-
cion terapéutica a nivel del paciente (deteccion de re-
cidivas y enfermedad minima residual, establecimien-
to de patrones prondsticos de éxito terapéutico) o de-
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teccién y andlisis de resistencia a la terapia (andlisis
de la captacién y retencion de farmacos, andlisis del
metabolismo de farmacos).

Son también abundantes las aplicaciones de la ci-
tometria de flujo en el andlisis de la lesién y muerte
celular: deteccién de lesion celular subletal (cambios
en pardmetros estructurales o funcionales), determi-
nacién de efectos citotoxicos globales (control de ca-
lidad de las preparaciones celulares), caracterizacion
de los mecanismos de muerte celular (identificacion y
andlisis de células apoptoéticas, identificacién de célu-
las necroéticas). En inmuno-hematologia se ha aplica-
do la CMF al andlisis de antigenos (inmunofenotipo
de superficie, deteccién de antigenos intracelulares o
de antigenos circulantes), al analisis de anticuerpos
(circulantes o unidos a células), al analisis de la fun-
cion celular (proliferacion, bioquimica, muerte celu-
lar). Véase por ejemplo en O’Connor, J.E., Guasch,
R.M., Carretero, F. (1994) “Flow Cytometry: Techni-
cal Bases and Analytical Applications”, en “Diagnos-
tic Applications of Cytofluorimetric Methods Using
Monoclonal Antibodies”, European School of Trans-
fusion Medicine, Milano, pp. 3-14; también puede
consultarse en Sansonetty F., O’Connor, J.E. (1998)
“Breve introduicdo 4 Citometria de Fluxo-Uma das
alternativas para “fazer Citologia ¢ Citopatologia
Analitica”. Micron 1: 14-20.

Un campo en el que la CMF comienza a resul-
tar relevante es en el de la identficacion y cuantifica-
cion de dcidos nucleicos, tanto para fines de diagnos-
tico (identificacién de secuencias génicas asociadas a
organismos patégenos o a alteraciones genéticas del
paciente) como a la cuantificacién de cambios en los
patrones de expresion génica. Véase en Wedemeyer
N, Potter T (2001) “Flow cytometry: an old* tool for
novel applications in medical genetics”. Clin Genet
60: 1-8.

Finalmente, s¢ citan numerosas aplicaciones de la
CMF en el campo ambiental, tales como ¢l andlisis
de poblaciones unicelulares en su entorno (identifica-
cién y taxonomia, estimacién de biomasa), la detec-
¢ion de contaminaciones, la deteccion de toxicidad in
situ (marcadores de exposicién, marcadores de efec-
to bioquimico, uso de microorganismos naturales o
de laboratorio como indicadores de toxicidad, andli-
sis gendmico en células procedentes de organismos
superiores).

En cuanto a las tendencias actuales, el sector de
los citémetros de flujo estd experimentando un acele-
rado cambio, tendente a reducir su tamafio y consumo
energético. Se alcanzan prestaciones de hasta 100000
células por segundo, con identificaciones particulari-
zadas que afectan a hasta una célula entre 10 millones.
Asimismo es factible medir la dispersion de luz en dos
o tres dngulos, la fluorescencia en 12 o més regiones
espectrales.

Aspectos fluidomecdnicos de la CMF

El objetivo del sistema fluido en CMF es el trans-
portar una corriente hasta el haz de laser asegurando
su exposicién Optima y secuencial a la fuente lumini-
ca. Para ello es preciso que s6lo una célula o particula
transite a través del haz en cada momento. Esto se lo-
gra inyectando la muestra en una corriente de fluido
envolvente dentro de la cdmara de flujo. La muestra
fluye como un niicleo coaxial con ¢l fluido envolven-
te, manteniéndose guiada gracias a un principio hidro-
dindmico conocido como enfoque.

La llamada tecnologia Flow Focusing o FF (Ga-
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fian-Calvo 1998, Physical Review Letters 80, 285),
aplicando una geometria especial, utiliza la via neu-
madtica para generar microchorros de liquido que pos-
teriormente, pasado el orificio de salida, se rompen
en gotas de tamaiio muy pequeiio y sustancialmente
homogéneo. Esta tltima tecnologia también es capaz
de generar micro-chorros de liquido mediante otro 1i-
quido en lugar de gas, o bien puede generar micro-
chorros de gas en el seno de un liquido (el mismo li-
quido u otro diferente usado como forzador, es decir,
con ¢l mismo papel desempediado por el gas en el pro-
cedimiento neumdtico), con 1o cual se generan micro-
burbujas de tamafio homogéneo.

La presente invencion pretende aplicar las venta-
jas de un disefio sencillo y robusto propias de la tec-
nologia FF a la identificacién en CMF.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion hace referencia a un proce-
dimiento y dispositivo asociado para la identificacién
y caracterizacion, asi como a la posible separacion, de
unidades discretas (células eucariéticas, bacterias, vi-
rus, particulas portadoras de informacion bioldgica o
genética, microcristales, particulas inertes, particulas-
sonda con afinidad por sustancias a analizar, micro-
capsulas mono- o multivesiculares). Las citadas uni-
dades se encuentran en suspension en un liquido L
que se hace circular en chorro laminar y estable me-
diante su extrusién concéntrica a través de un orificio,
conjuntamente con otro fluido envolvente F, siendo
F preferentemente un gas. El chorro compuesto re-
sultante consta de un nicleo liquido en el que viajan
en suspension las unidades discretas objeto de interés,
rodeado de la corriente constituida por ¢l fluido envol-
vente F. Un sensor en correspondencia con el chorro
compuesto se¢ encarga de la identificacion y caracteri-
zacion secuencial de las unidades discretas.

El procedimiento propuesto se basa en la forma-
cion de un chorro que presenta un tramo laminar y
estable, apto para la circulacién secuencial de las uni-
dades discretas objeto de andlisis a alta velocidad,; las
condiciones para la formacion del chorro se regulan
mediante un rango de caudales dictado por variables
fluidomecdnicas del liquido portador y el fluido en-
volvente, preferentemente un gas.

En citometria son conocidos los procedimientos
analiticos basados en ¢l barrido 6ptico de un chorro
liquido portador de células a analizar; sin embargo,
los procedimientos convencionales se enfrentan a pro-
blemas de atascamiento en las boquillas y canaliculos
a través de los cuales se hace circular la suspensién
celular y presentan escasa flexibilidad en cuanto al
tamaiio de las células o particulas a analizar, asi co-
mo en cuanto al régimen de flujo. Se han propuesto
alternativas basadas en la utilizacion de otro liquido
auxiliar, que rodea durante la formacién del chorro al
liquido portador a fin de incrementar la estabilidad del
flujo, evitar el taponamiento y aumentar las variables
de control. Sin embargo, la presencia de este liquido
auxiliar, que se mezcla con el portador, puede causar
interferencias 0 contaminaciones, obliga a un mante-
nimiento costoso, y ¢l volumen de residuo generado
es grande.

Aspectos esenciales de la invencién propuesta en
las reivindicaciones siguientes son: (1) el cardcter in-
miscible de los dos fluidos utilizados, que evita in-
terferencias o la migracion de las particulas entre el
liquido portador y el fluido envolvente; (2) la posibi-
lidad de adaptar, sin modificar el dispositivo, el did-
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metro y régimen de flujo en ¢l chorro a los requeri-
mientos de circulacion y de identificacion de las uni-
dades discretas; (3) la posibilidad de utilizar un gas,
en particular aire, como fluido envolvente, con ¢l con-
siguiente ahorro en componentes, climinacién de gran
parte del volumen de residuos y simplificacion en ¢l
procedimiento; (4) la simplicidad funcional resultan-
te, que permite multiplicar en un mismo dispositivo el
nimero de chorros y de haces sensores, multiplicdn-
dose asi sustancialmente la productividad del sistema,
con un volumen de residuo limitado.
Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra un dispositivo adaptado al pro-
cedimiento descrito para la identificacion y caracteri-
zacion secuencial de unidades discretas en suspension
en un chorro capilar en régimen de flujo laminar, me-
diante un sensor Optico o electromagnético, mostran-
dose los siguientes aspectos de la invencion:

(1) fuente de alimentacién del liquido porta-
dor de las unidades discretas L;

(2) boquilla de eyeccion del liquido portador

(3) camara a presion del fluido envolvente F;

(4) orificio de salida del liquido portador L y
del fluido envolvente F;

(5) barrera impermeable que separa las fuen-
tes de alimentacién de ambos fluidos del
ambiente exterior;

(6) emisor;
(7) sensor Gptico o electromagnético.

El liquido L forma un chorro en ¢l que viajan las
unidades discretas objeto de identificacion y caracte-
rizacién secuencial, siendo enfocado hidrodindmica-
mente por un fluido envolvente F.

Modo de realizacion de la invencion

La invencién descrita en el presente documen-
to contempla un procedimiento y su correspondien-
te dispositivo para la identificacion y caracterizacion
secuencial de unidades discretas en suspensién en un
chorro capilar en régimen de flujo laminar, median-
te un sensor Optico o electromagnético. La invencién
incluye dos fluidos inmiscibles: uno, necesariamente
un liquido, tiene por misién transportar las unidades
discretas objeto de estudio en una corriente organiza-
da como chorro esbelto, de un didmetro caracteristi-
co superior o del orden del de las unidades discretas.
El otro fluido es el enfocante (F): puede ser un gas,
pero ello no es obligatorio. Ambos fluidos proceden
de sendas fuentes independientes. Su movimiento se
produce por impulsién debida a una sobrepresion de
hasta 200 atm con respecto al ambiente exterior. Bajo
dicha impulsién, ambos fluidos salen al exterior a tra-
vés de uno o mds orificios (4), con flujo simultdneo
y concéntrico. Cada orificio estd practicado en una
barrera impermeable (5), que separa a las dos fuen-
tes citadas del ambiente exterior. A través del orificio
emerge un chorro de liquido portador L rodeado con-
céntricamente por el fluido envolvente F. Durante el
flujo de salida de ambos fluidos, el fluido envolvente
o enfocante rodea al chorro de liquido portador, mol-
deando bajo su simple accion acrodindmica a dicho
liquido portador y asegurando su enfoque, es decir,
la concentracién del flujo del liquido portador en un
chorro de didmetro reducido. Para ello es preciso ajus-
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tar el caudal del chorro portador a un valor compren-
dido entre una y trescientas veces el cuadrado de la
tensioén superficial correspondiente a la entrefase del
liquido L y el fluido envolvente F, dividida por la raiz
cuadrada del producto de la densidad del liquido L y
la potencia tercera del incremento de presién Ap.

A fin de satisfacer los requerimientos de frecuen-
cia de paso y umbral de deteccion del sensor es pre-
ciso también ajustar el didmetro y caudal (ligado a la
frecuencia de paso de unidades discretas) del chorro.
S6lo asi es posible el registro por el sensor del paso de
las unidades discretas y la caracterizacion en sucesion
de cada una de ellas.

El fluido envolvente F puede ser (preferentemen-
te) un gas, aunque este requisito no es obligatorio.
Sin embargo, elegir un gas reporta grandes ventajas
de economia y reduce el riesgo de contaminacién del
chorro portador por mezclado o arrastre con un liqui-
do envolvente. Ha de observarse que ¢l patrén de flu-
jo FF evita totalmente el contacto del chorro portador
con ¢l orificio de salida (4).

En cuanto a la longitud del chorro portador, éste
es un pardmetro importante a fin de asegurar espacio
suficiente para la zona de medida (intercepcion por un
haz laser u otro agente de medicion). Es posible ajus-
tar la viscosidad del liquido L haciendo que éste sea
producto de la mezcla de al menos dos liquidos mis-
cibles de viscosidad diferente y compatibles con las
unidades discretas en suspension, de tal forma que la
longitud del chorro capilar sea superior a 300 micré-
metros, preferentemente superior a 1 milimetro, me-
dida a partir del orificio (4) hasta ¢l punto donde el
chorro capilar se disgrega en gotas.

Las unidades discretas portadas por el chorro pue-
den ser diversas: células, virus, microcristales, parti-
culas inertes, particulas-sonda con afinidad por sus-
tancias a analizar o microcdpsulas mono- o multivesi-
culares.

El procedimiento puede incluir una etapa de sepa-
racién de las unidades discretas mediante las técnicas
habituales de desagregacion de subpoblaciones (su-
ministro de un pulso eléctrico a las unidades discretas
marcadas positivamente, seguida de separacién en un
campo eléctrico).

Un aspecto principal de la invencién es el guiado
aerodindmico que el fluido enfocante ¢jerce sobre el
liquido portador. Dicho efecto enfocante se produce
sin necesidad de ningtin campo eléctrico; y 1a emisién
de un chorro fino o filamento de liquido portador se
produce por razones meramente hidrodindmicas, co-
mo consta documentadamente en numerosas publica-
ciones ilustradoras del principio flow-focusing.

El objetivo que se persigue es la definicién de un
sistema fluidico, aplicado a CMF, que asegure las si-
guientes cualidades:

o Escaso caudal de liquido portador y de
fluido enfocante;

o Robustez de materiales y de manejo;
o Facilidad de uso;

o Alta controlabilidad del didmetro y longi-
tud del chorro portador;

o Reduccién del riesgo de contaminacién
del fluido portador;

o Evitacion del atasco del orificio de salida
4) (clogging).



9 ES 2 255 349 B1 10

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la identificacién y caracte-
rizacién secuencial de unidades discretas en suspen-
sion en un chorro capilar en régimen de flujo laminar,
mediante un sensor éptico o electromagnético (7), ca-
racterizado porque incluye las siguientes etapas:

1) impulsién mediante una sobrepresion Ap
de hasta 200 atm a través de un orificio
(4), simultdnea y concéntricamente, de un
liquido L portador de las unidades discre-
tas, conjuntamente con otro fluido F inmis-
cible con €I, que lo envuelve dando lugar a
un chorro;

2) ajuste del caudal del chorro a un valor
comprendido entre una y trescientas ve-
ces el cuadrado de la tensién superficial
correspondiente a la entrefase del liquido
L y el fluido envolvente F, dividida por la
raiz cuadrada del producto de la densidad
del liquido L y la potencia tercera del in-
cremento de presion Ap;

3) ajuste del diametro y el caudal del chorro
a los requerimientos de frecuencia de paso
y umbral de deteccion del sensor;

4) registro por el sensor del paso de las unida-
des discretas y caracterizacién en sucesion
de cada una de ellas.

2. Procedimiento para la identificacién y caracteri-
zacion secuencial de unidades discretas en suspension
en un chorro capilar en régimen de flujo laminar, me-
diante un sensor ptico o electromagnético, segin la
reivindicacion 1, caracterizado porque el fluido en-
volvente F es un gas.

3. Procedimiento para la identificacién y caracteri-
zacion secuencial de unidades discretas en suspension
en un chorro capilar en régimen de flujo laminar, me-
diante un sensor éptico o electromagnético, segtn las
reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque la vis-
cosidad del liquido L se ajusta haciendo que éste sca
producto de la mezcla de al menos dos liquidos mis-
cibles de viscosidad diferente y compatibles con las
unidades discretas en suspension, de tal forma que la
longitud del chorro capilar sea superior a 300 micré-
metros, preferentemente superior a 1 milimetro, me-
dida a partir del orificio hasta el punto donde el chorro
capilar se disgrega en gotas.

4, Procedimiento para la identificacién y caracte-
rizacién secuencial de unidades discretas en suspen-
sién en un chorro capilar en régimen de flujo laminar,
mediante un sensor éptico o electromagnético, segtin
las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque las
unidades discretas son células.

5. Procedimiento para la identificacion y caracte-
rizacién secuencial de unidades discretas en suspen-
sién en un chorro capilar en régimen de flujo laminar,
mediante un sensor éptico o electromagnético, segtin
las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque las
unidades discretas son virus.

6. Procedimiento para la identificacion y caracte-
rizacién secuencial de unidades discretas en suspen-
sién en un chorro capilar en régimen de flujo laminar,
mediante un sensor éptico o electromagnético, segtin
las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque las
unidades discretas son microcristales.
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7. Procedimiento para la identificacion y carac-
terizacién secuencial de unidades discretas en sus-
pensién en un chorro capilar en régimen de flujo la-
minar, mediante un sensor dptico o electromagné-
tico, segtin las reivindicaciones 1 a 3, caracteriza-
do porque las unidades discretas son particulas iner-
tes.

8. Procedimiento para la identificacion y caracte-
rizacién secuencial de unidades discretas en suspen-
sion en un chorro capilar en régimen de flujo laminar,
mediante un sensor Optico o electromagnético, segin
las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque las
unidades discretas son particulas-sonda con afinidad
por sustancias a analizar.

9. Procedimiento para la identificacion y caracte-
rizacién secuencial de unidades discretas en suspen-
sion en un chorro capilar en régimen de flujo laminar,
mediante un sensor Optico o electromagnético, segin
las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque las
unidades discretas son microcdpsulas mono- o multi-
vesiculares.

10. Procedimiento para la identificacién y caracte-
rizacién secuencial de unidades discretas en suspen-
sion en un chorro capilar en régimen de flujo lami-
nar, mediante un sensor 6ptico o electromagnético se-
gun las reivindicaciones 1-9, caracterizado porque el
procedimiento incluye una etapa de separacion de las
unidades discretas.

11. Dispositivo para la identificacién y caracteri-
zacion secuencial de unidades discretas en suspension
en uno o mas chorros capilares en régimen de flujo la-
minar, mediante un sensor Optico o electromagnético,
caracterizado porque incluye:

1) una fuente (1) del liquido L portador de las
unidades discretas;

2) una fuente del fluido F envolvente;

3) una barrera impermeable (5), que sepa-
ra a las dos fuentes citadas del ambien-
te exterior, y de la que emergen uno o
mds chorros de liquido portador L rodea-
dos concéntricamente por el fluido envol-
vente F a través de uno o mads orificios
(4) correspondientemente practicados en
dicha barrera;

4) un elemento que asegura una sobrepresion
Ap de hasta 200 atm de las fuentes con res-
pecto al ambiente exterior y permite que
todos los caudales emergentes del o de los
orificios (4) se encuentren en el rango des-
crito en la reivindicacién 1;

5) un sensor (7), situado ante el tramo estable
del o los chorros concéntricos, que registra
las unidades discretas en trdnsito secuen-
cial.

12. Dispositivo para la identificacién y caracteri-
zacion secuencial de unidades discretas en suspension
en uno o mas chorros capilares en régimen de flujo la-
minar, mediante un sensor Optico o electromagnético,
segtn la reivindicacion 11, caracterizado porque el
fluido envolvente F ¢s un gas.

13. Dispositivo para la identificacién y caracteri-
zacion secuencial de unidades discretas en suspension
en uno o mds chorros capilares en régimen de flujo
laminar, mediante un sensor 6ptico o electromagnéti-
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¢o, segun las reivindicaciones 11y 12, caracterizado
porque las unidades discretas son células.

14. Dispositivo para la identificacion y caracteri-
zacion secuencial de unidades discretas en suspension
en uno o0 mas chorros capilares en régimen de flujo
laminar, mediante un sensor Optico o electromagnéti-
¢o, segun las reivindicaciones 11y 12, caracterizado
porque las unidades discretas son virus.

15. Dispositivo para la identificacion y caracteri-
zacion secuencial de unidades discretas en suspension
en uno o0 mas chorros capilares en régimen de flujo
laminar, mediante un sensor Optico o electromagnéti-
¢o, segun las reivindicaciones 11y 12, caracterizado
porque las unidades discretas son microcristales.

16. Dispositivo para la identificacion y caracteri-
zacion secuencial de unidades discretas en suspension
en uno o0 mas chorros capilares en régimen de flujo
laminar, mediante un sensor Optico o electromagnéti-
¢o, segun las reivindicaciones 11y 12, caracterizado
porque las unidades discretas son particulas inertes.

17. Dispositivo para la identificacion y caracteri-
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zacion secuencial de unidades discretas en suspension
en uno o mds chorros capilares en régimen de flujo
laminar, mediante un sensor 6ptico o electromagnéti-
co, segun las reivindicaciones 11 y 12, caracteriza-
do porque las unidades discretas son particulas-sonda
con afinidad por sustancias a analizar.

18. Dispositivo para la identificacién y caracteri-
zacion secuencial de unidades discretas en suspension
en uno o mds chorros capilares en régimen de flujo
laminar, mediante un sensor 6ptico o electromagnéti-
co, segun las reivindicaciones 11 y 12, caracteriza-
do porque las unidades discretas son microcdpsulas
mono- o multivesiculares.

19. Dispositivo para la identificacién y caracteri-
zacion secuencial de unidades discretas en suspension
en uno o mds chorros capilares en régimen de flujo
laminar, mediante un sensor 6ptico o electromagnéti-
co, segun las reivindicaciones 11 y 12, caracterizado
porque incluye elementos para efectuar la separacion
de dichas unidades discretas del chorro capilar.
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