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@Resumen:

Esta invencion se refiere al desarrollo de capilares
micro-estructurados con disefio inteligente para su
utilizacion como componente basico en equipos de
electroforesis capilar (CE) de alto rendimiento, que
permitan una mejora en la resoluciéon y un aumento
en la sensibilidad de deteccién respecto a los
capilares convencionales. Esta invencion supone
lograr una nueva generacion de sistemas CE de alto
rendimiento en cuanto a capacidad de separacion y
deteccion.

La invencidn consiste en el disefio de capilares para
CE, con multitud de canales de pequefio didametro
organizados en su interior. La organizacion inteligente
de los canales puede ofrecer un aumento de
sensibilidad en sistemas de deteccién Optica.
Estos capilares son de aplicacioén en cualquier equipo
de CE convencional y en su interior se puede llevar a
cabo la separacion tanto de pequefias moléculas e
iones como de grandes macromoléculas.

CAPILAR CONVENCIONAL CAFILAR MICROESTRUCTURADO
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DESCRIPCION

CAPILARES MICRO-ESTRUCTURADOS MEDIANTE UN DISENO
INTELIGENTE PARA ELECTROFORESIS CAPILAR DE ALTO
RENDIMIENTO

La presente invencion se refiere al uso de capilares micro-estructurados con un
disefio inteligente para electroforesis capilar (CE). Estos capilares permiten (I) mejoras
en la resolucion de las separaciones analiticas, debido a la disminucion del diametro
interno de los canales internos en comparacion con el de los capilares convencionales, y
(IT) aumentos en la sensibilidad de deteccion por la reduccion del ensanchamiento de
banda producida en canales més estrechos y por el disefio inteligente de los propios
capilares y la correcta distribucion de los canales internos teniendo en cuenta detectores

opticos.

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencidon tiene su campo de aplicacion dentro del area de la
Quimica y la Tecnologia Quimica y utiliza como técnica analitica la CE. En particular,
esta invencion se refiere al uso de capilares micro-estructurados para su utilizacion en

equipos comerciales, caseros y portatiles de CE.

ESTADO DE LA TECNICA

Es bien sabido que la disminucion del didmetro interno del capilar mejora la
resolucion de las separaciones analiticas debido a la disminucidn del calor producido en
el interior del capilar por el efecto Joule [1]. Por esta razdn, se suelen emplear capilares
con didmetros internos reducidos para la separacion de pequefias moléculas o iones. Sin
embargo, el uso de capilares con canales mds pequefios presenta una desventaja
importante porque la sensibilidad de deteccion se reduce segun el diametro interno

disminuye.

La reduccion del diametro interno del capilar disminuye el espacio ocupado por
el canal del capilar. Esto permite la inclusion de nuevos canales dentro de la misma
matriz, creando capilares con multitud de canales. Este concepto se ha estado utilizando

en Optica durante afios para la creacion de fibras Opticas micro-estructuradas. Sin
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embargo, el uso de estas fibras en CE es una idea reciente y de muy escasa aplicacion.
Se han utilizado fibras de 54 canales de 3,7 um cada uno incluidas en microchips en dos
trabajos cientificos. En el primero, se observd una mejora de hasta un 60 % en la
resolucion de separacion de una mezcla de fluoresceina y rodamina 123, en
comparaciéon con la separaciéon en un microchip de vidrio convencional [2]. En el
segundo, se llevo a cabo la separacion de una muestra de ADN, también con mejoras en
la resolucidon en comparacion con un microchip de vidrio con el mismo area de seccion
transversal [3]. En un tercer trabajo, llevado a cado con fibras de 10 centimetros de
longitud con 30, 54, 84 y 168 canales de unos 5 um de didmetro interno y sin la
tecnologia de microchip, se llevo a cabo la separacion de péptidos marcados con
mejoras de resolucion de hasta el 82% [4].

A la vista de los trabajos publicados, resulta muy interesante el empleo de este
tipo de capilares micro-estructurados para su uso en equipos de CE. Su aplicaciéon puede
ser muy amplia, cubriendo campos de andlisis muy diferentes; desde el andlisis de
muestras con pequefias moléculas e iones hasta con grandes macromoléculas como el
ADN vy las proteinas.

Si bien se han utilizado fibras micro-estructuradas en separaciones
electroforéticas, hasta la fecha no se ha trabajado en el disefio inteligente de capilares

micro-estructurados que permita mejoras de sensibilidad de deteccion sin precedentes.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencidon se describe el diseno inteligente de capilares micro-
estructurados para su empleo en CE. Estos capilares micro-estructurados consisten en
un unico capilar (normalmente de silice fundida, recubierta de poliimida, aunque
pueden realizarse sobre otros materiales) con multitud de canales de pequefio didmetro

apilados en su interior y distribuidos de una manera especifica.

La resolucion de la CE depende del ensanchamiento de los picos obtenidos en un
electroforegrama. El ensanchamiento, y por tanto, la pérdida de resolucion, se produce
por diferentes efectos de transporte indeseables como son: (I) la difusion de los analitos
desde zonas mas concentradas a menos concentradas, (II) la conveccion producida por

la aplicacion de un campo eléctrico, y (III) el flujo térmico debido al movimiento del
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liquido a las zonas de menor temperatura. Estos efectos, que afectan a la separacion de
las bandas y al rendimiento separativo, se minimizan si se reduce el didmetro interno del
capilar. Sin embargo, una disminucion excesiva del diametro interno del capilar (menor
que una micra) presenta como inconvenientes la necesidad de utilizar una presion
extremadamente alta para introducir disoluciones o muestras dentro del capilar y una
disminucion de la eficacia de deteccion, debido a que la cantidad de muestra analizada
disminuye en proporcion a la reduccion del area de la seccion transversal del canal. La
configuracion de multitud de canales en el mismo capilar hace que la sensibilidad de
deteccion apenas se vea modificada si el drea de la seccidon transversal se mantiene
inalterada en relacién con los didmetros internos de los capilares convencionales mas
comunes (50 y 75 um). A modo de ejemplo, en la FIG. 1, se muestra de modo
esquematico, una posible estructura de un capilar micro-estructurado con multitud de
canales. En esta figura, se aprecia como se ha sustituido el canal Unico de un capilar
convencional de 50 um de didmetro interno por 625 canales de 1 um de diametro
interno, manteniendo el mismo area de la seccion transversal de los canales. Ademas de
la potencial mejora de resolucidn de separacion (picos mdas separados entre si) se
aprecia una mejora de sensibilidad debido al menor ensanchamiento de banda dentro de
los canales del capilar micro-estructurado. Por otro lado, en la FIG. 2 se aprecia de
manera esquematica que si se mantiene el didmetro externo del capilar micro-
estructurado puede acoplarse facilmente a cualquier equipo de CE. Aunque en esta
figura se haya indicado un sistema de deteccion sobre el capilar (p.ej. deteccion dptica o
por conductividad), los capilares micro-estructurados también pueden emplearse con
sistemas de deteccion acoplables al final de capilar (p. ej. espectrometria de masas o

electroquimicos).

El disefio inteligente de capilares micro-estructurados se basa en la correcta
distribucion y organizacion de los canales en el interior del capilar de manera que
permita conseguir, una maximizacion del solapamiento entre un bombeo Optico
transversal y el analito, y por otro lado, una densidad de potencia de la luz incidente
considerablemente mayor en el interior del capilar, de manera que aumente la eficiencia
de interaccion entre la radiacion y el contenido del capilar. Debido a que la deteccion y

el comportamiento Optico dependen del tipo de radiacion, es decir, de la longitud de
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onda, cada sistema de deteccion requerira un disefio del capilar diferente. Como
ejemplo, se han realizado disefos para sistemas de deteccion excitados con radiacion
monocromatica como fluorescencia inducida por laser (LIF) o espectroscopia Raman.
El disefio inteligente de capilares micro-estructurados se realiza para conseguir
incrementos en la sensibilidad de deteccion de varios 6rdenes de magnitud. En algunos
de los disefios realizados, el espaciado entre los canales del capilar se hace constante en
la direccion de propagacion de la luz, fijdndose el espaciado de forma que se consiga un
aumento de la densidad de potencia de la radiacion incidente dentro del capilar. En otros
disefios, se disponen los canales del capilar de forma que las reflexiones multiples en el

interior del capilar consigan elevar la interaccion entre la luz y el analito.

Ventajas principales del invento.

Las ventajas principales del invento son las siguientes:

- La utilizacién de capilares micro-estructurados descritos permitiria un mayor
rendimiento de separacion que los capilares convencionales.

- A diferencia de los capilares convencionales de didmetros internos pequeios, la
sensibilidad de la deteccion no se ve reducida con el uso de los capilares
descritos en esta invencion.

- La utilizacion de los capilares descritos supone un aumento de la sensibilidad de
deteccion de varios 6rdenes de magnitud.

- Los capilares descritos pueden utilizarse en cualquier equipo de CE (comercial,
casero o portatil).

- El uso de los capilares descritos no limita el nimero de aplicaciones analiticas a
desarrollar. Mediante los capilares micro-estructurados pueden llevarse a cabo el
analisis de todo tipo de muestras y son compatibles con cualquier detector

utilizado en CE, hecho que amplia enormemente su campo de aplicacion.

Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se

pretende que sean limitativos de la presente invencion.



10

15

20

25

30

ES 2427692 Bl

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Esquema mostrando un capilar de 50 um de didmetro interno y el disefio de un
capilar micro-estructurado. El capilar micro-estructurado consiste en 625 canales de 1
pum de didmetro interno cada uno con un area de la seccion transversal total del conjunto
de canales equivalente al de un capilar de 50 pm de didmetro interno. En la figura se
ilustra la mejora potencial en la separacion de una muestra cualquiera empleando un

capilar micro-estructurado en comparacion con un capilar normal.

FIG. 2. Esquema mostrando la ubicacion del capilar micro-estructurado en un equipo de
CE. Componentes: (1) capilar micro-estructurado con disefio inteligente, (2) fuente de

alto voltaje, (3) detector, (4) electrodos, (5) viales conteniendo el medio de separacion.

MODO DE REALIZACION

En una realizacion preferida del disefio de la presente invencion, de acuerdo a la
FIG. 1, el niimero de canales del capilar micro-estructurado seria de 625 con un
didmetro interno Unico de cada canal de 1 pum, siendo el area de seccidon transversal
equivalente a la de un capilar de 50 um de didmetro interno. El didmetro externo seria
de en torno a 360 um. En esta realizacion preferida la distribucion de los canales del
capilar se disefa para una longitud monocromatica de 488 nm, empleada
frecuentemente en LIF. En este ejemplo, el espaciado entre los canales es un valor
cercano a un multiplo de 488 nm dividido por el doble del “indice efectivo” dentro del
capilar. Otra realizacion preferida puede ser que transversalmente la fibra se comporte
como un resonador de forma circular (omnidireccional), mediante la creacion de

discontinuidades del indice con simetria radial.

Otras realizaciones preferidas comprenden las posibles combinaciones de
diferentes valores de areas de seccion transversal de los canales internos de los capilares
con los posibles disefios especificos del ordenamiento de los canales internos para otras

longitudes de onda.

En CE, el uso de los capilares descritos en la presente invencion seria

dependiente del sistema de deteccion usado y de la aplicacion que se realice. Debido a
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que cada disefio de los capilares es especifico para una o varias longitudes de onda
concretas, es necesario seleccionar un capilar determinado dependiendo de la deteccion
que se vaya a utilizar. El capilar a usar también es dependiente del tipo de aplicacion
que se quiera llevar a cabo debido a las caracteristicas de los analitos a determinar como

son su naturaleza (neutra, catidonica o anionica) y tamafio molecular.

De manera general, cuando se usen los capilares de la presente invencion con
sistemas de deteccion Opticos, es necesario eliminar una porcion de unos milimetros del
recubrimiento del capilar para crear una ventana de deteccion y posibilitar la deteccion
sobre el propio capilar. En cualquier caso, es necesario emplazar el capilar en el equipo
de CE en el que se va a utilizar. Este procedimiento depende de cada equipo. En los
equipos comerciales de CE el capilar se coloca habitualmente en un cartucho
previamente a su ubicacion en el interior del equipo. Sin embargo, en equipos de CE

caseros o portatiles la instalacion del capilar es mas flexible.

El uso de los capilares como soporte separativo se desprende y es especifico de
la aplicacion. Sin embargo, de manera general, es necesario pre-acondicionar los
capilares previamente a su uso. Tras el acondicionamiento de los canales del capilar, se
rellenan con un tampon de separacion y posteriormente se introduce la muestra cuyos
analitos se quieren determinar. La introduccion de la muestra se puede realizar de
manera hidrodindmica o electrocinética. Por tltimo, la separacion se realiza
introduciendo los extremos del capilar en viales rellenos del medio de separacion y

aplicando una diferencia de potencial entre ambos extremos.

APLICACION INDUSTRIAL

La utilizacion de los capilares micro-estructurados con un disefio inteligente permite
el analisis de todo tipo de muestras de interés que puedan analizarse mediante la técnica
de CE. Estas aplicaciones comprenden el diagnostico clinico, control de calidad de
alimentos, andlisis de ADN, analisis forenses y andlisis de firmacos y drogas, entre

muchas otras.
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REIVINDICACIONES

. Capilares micro-estructurados para electroforesis capilar caracterizados por

comprender entre 5 y 625 canales de didmetro homogéneo apilados en su

interior.

. Capilares seglin la reivindicacion 1 caracterizados por comprender entre 5 y

100 canales apilados en su interior.

. Capilares micro-estructurados segun la reivindicacion 1 y 2, caracterizado por

comprender canales internos de entre 5-30 um de didmetro interno.

. Capilares micro-estructurados segun la reivindicacion 1 y 2, caracterizado por

comprender distancias entre canales de entre 1-20 um en existencia/ausencia de

nucleo dopado.

. Uso de capilares segiin las reivindicaciones 1, 2, 3 y 4 para el andlisis de

compuestos con concentraciones iguales o menores a 10° M.

. Uso de capilares micro-estructurados segun las reivindicaciones 1, 2, 3 y 4 en

electroforesis capilar para su utilizacion con los distintos sistemas de deteccion

posibles.

. Uso de capilares micro-estructurados segun la reivindicacion 1, 2, 3 y 4 para su

utilizacion en cualquier equipo de CE (comercial, casero o portatil).

. Uso de capilares micro-estructurados segin las reivindicaciones 1, 2, 3 y 4

caracterizado porque amplifica la sefial producida al emplear sistemas de
deteccion excitados con radiacion monocromatica como LIF y espectroscopia

Raman.
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9. Uso de capilares micro-estructurados segun la reivindicacion 1, 2, 3 y 4 para el

analisis de iones, moléculas y macromoléculas (de tamafios comprendidos entre

1 y 2500 A) contenidas en muestras forenses, bioldgicas, de alimentos,

medioambientales, farmacéuticas y médicas mediante CE.

10
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1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 ROGERS B. et al. "Bundled capillary electrophoresis using 20.01.2011
microstructured fibres" ELECTROPHORESIS, Vol. 32, N°. 2,
paginas 223 - 229; DOI: 10.1002/elps.201000442.

D02 SUN Y. et al. "Faster and improved microchip electrophoresis 10.12.2007
using a capillary bundle" ELECTROPHORESIS, Vol. 28, N°. 24,
paginas 4765 - 4768; DOI: 10.1002/elps.200700259.

D03 SUN Y. et al. "Enhanced electrophoretic DNA separation in Junio 2009
photonic crystal fiber" Analytical and Bioanalytical Chemistry, Vol.
394, N°. 6, paginas 1707 - 1710.

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

El objeto de la invencion, tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-9, son capilares microestructurados para
electroforesis capilar que contienen microcanales de diametro homogéneo apilados en su interior (reiv. 1-4). Es también
objeto de la invencion el uso de dichos capilares (reiv. 5-9).

Novedad (art. 6.1 de la Ley 11/1986 de Patentes) y Actividad Inventiva (art. 8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes).

El documento DO1 divulga el uso de fibras microestructuradas que comprenden un paquete de canales (de entre 30 a 168
canales) de un diametro interno de unas 5 micras, para la electroforesis capilar. A la vista de la figura 1, se puede
comprobar que la distancia entre los canales es de 5 a 20 micras. El uso de estas fibras mejora la eficiencia en la
separacion de moléculas. Estas fibras microestructuradas tienen un érea de seccion transversal equivalentes a los capilares
convencionales de electroforesis capilar, y pueden ser utilizadas en electroforesis capilar con sistemas de deteccién como el
LIF. En este documento se divulga la mejor separacion que se obtiene de fragmentos de ADN, sondas fluorescentes y
péptidos marcados, utilizando las fibras microestructuradas. Ademas, este tipo de fibras son Utiles para el andlisis integrado
de electroforesis capilar y espectrometria de masas.

Los documentos D02 y D03 divulgan el uso de fibras de cristal foténico en electroforesis capilar. Estas fibras contienen 54
capilares cada uno con un diametro interno de 3,7 micras. En el documento D02 se hizo un estudio de separaciéon de una
mezcla de fluoresceina (100nM) y rodamina (200nM), mientras que en el documento D03 se separaron fragmentos de ADN.
En ambos casos se obtuvo una mejora en la resolucidon de la separacion de hasta un 60% utilizando estas fibras, en
comparacién con un microchip de vidrio convencional. En los dos estudios el sistema de deteccion fue un microscopio
confocal invertido.

A la vista de los documentos citados, la utilizacién de capilares microestructurados para electroforesis capilar ya es conocida
en el estado de la técnica. Como se puede ver en dichos documentos, ya se conoce que este tipo de capilares mejora
considerablemente la resolucion de la separaciéon de distintas moléculas. Los capilares pueden ser fabricados segun las
necesidades de la muestra a analizar, pudiendo estar formados por un nimero variable de canales internos de un didmetro
de pocas micras, manteniendo un &rea de seccién transversal equivalente a los capilares convencionales de electroforesis
capilar. De esta forma, pueden ser utilizados en cualquier equipo de electroforesis capilar y acoplarlos con distintos sistemas
de deteccion.

Por lo tanto, las caracteristicas de las reivindicaciones 1-9 ya son conocidas del documento D01, y derivan directamente y
sin ningun equivoco de los documentos D02 y DO3. Por lo tanto el objeto de la invencion recogido en las reivindicaciones 1-
9 no son nuevas ni implican actividad inventiva en el sentido de los art. 6.1y 8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes.
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