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DESCRIPCION

Aparatos y procedimientos para la separacion de alta resolucion de componentes de muestras en dispositivos de
canales microfabricados

Referencia a solicitudes de patente relacionadas

La presente solicitud se refiere a la solicitud de EE. UU. N.° de serie 08/965.738, presentada el 7 de noviembre de
1997 y titulada "Microfabricated Array Electrophoresis Device and Method" (Dispositivo de electroforesis con matriz
capilar microfabricado y procedimiento de uso).

Declaracion referente a investigacion financiada con fondos federales

La presente invencion se realizo con el respaldo del gobierno mediante la subvencion N.° FG0391ER61125, que fue
concedida por el Departamento de Energia de EE. UU. y la subvencion N.° HG01399, que fue concedida por el
Instituto Nacional de Salud. El gobierno tiene determinados derechos en la invencion.

Antecedentes de la invencion

La invencion se refiere a aparatos y procedimientos para separar componentes de muestras, tales como aparatos y
procedimientos para la separacién de alta resolucion de componentes de muestras en dispositivos de canales
microfabricados.

Pueden usarse técnicas de separacion de componentes de muestras (p. €j., electroforesis capilar) en muchos
procedimientos de diagndstico y de identificacién de genes, tales como el mapeo de genes, la deteccion de
polimorfismos, la secuenciacion génica y el diagnostico de enfermedades, para separar acido desoxirribonucleico
(ADN), acido ribonucleico (ARN), proteinas, u otros analitos moleculares pequefios en funcion de sus propiedades
fisicas y quimicas. De acuerdo con la técnica de separacion de componentes de muestras de electroforesis capilar,
se transportan las moléculas en un capilar (o canal) que esta conectado a un depésito lleno de tampon. También
pueden formarse estos capilares mediante técnicas de microfabricacion sobre sustratos planos (normalmente vidrio).
Se aplica un campo eléctrico entre los extremos del canal para hacer que migren las moléculas. Normalmente, las
muestras se introducen en un extremo de potencial alto y, bajo la influencia del campo eléctrico, se mueven hacia un
extremo de potencial bajo del canal. Después de migrar a través del canal, se detectan los componentes de la
muestra separados mediante un detector adecuado.

En un primer aspecto de la presente invencién se proporciona un aparato de separacion de componentes de
muestras que comprende un canal de separacion que tiene al menos una porcion recta y al menos una porcion de
giro, caracterizado porque:

la porcién de giro tiene una anchura de canal eficaz que es menor que la anchura de canal eficaz de la porcion recta,
para aumentar la longitud de un tapén de muestra que pasa a través de la porcidon de giro para reducir el
ensanchamiento de banda provocado por el paso del tapdn de muestra a través de la porcion de giro.

En un aspecto adicional de la presente invencion se proporciona un procedimiento de separacién de una muestra
que comprende:

depositar una muestra en un depdsito de muestra en un sustrato
inyectar una porcion de la muestra en una porcion de un canal de separacion del sustrato; y

aplicar un voltaje entre un depésito de catodo y un depésito de anodo del sustrato con el fin de conducir la muestra a
lo largo del canal de separacion que se define en el sustrato, entre el depédsito de catodo y el depdsito de anodo,
teniendo una trayectoria de transporte de muestras una porcion recta y al menos una porcién de giro, caracterizado
porque:

la porcion de giro tiene una anchura de canal eficaz menor que la anchura de canal eficaz de la porcion recta, para
aumentar la longitud de un tapén de muestra que pasa a través de la porcion de giro para reducir el ensanchamiento
de banda provocado por el paso del tapon de muestra a través de la porcion de giro.

Sumario de la invencion
Las realizaciones pueden incluir una o mas de las caracteristicas siguientes.

Puede configurarse el canal de separacion para realizar una separacion electroforética. La porcidon de giro puede
tener una anchura de canal eficaz en el plano de giro que es menor que la anchura de canal eficaz de la porcion
sustancialmente recta. Puede proporcionarse una porcién de transicion ahusada para acoplar la porcion
sustancialmente recta del canal, mas ancha, a la porcién de giro, mas estrecha. También puede proporcionarse una
region de transicion que tenga una anchura de canal eficaz que aumente desde la porcidn de giro mas estrecha
hasta la porcion sustancialmente recta mas ancha. El aumento de la anchura de canal eficaz de la porcion transicion
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puede ser sustancialmente lineal, escalonado o curvo. La porcién de transicion puede definir una trayectoria curva.

La porcién de giro tiene una pared interior y una pared exterior. La velocidad de un componente de muestra cerca de
la pared interior de la porcién de giro puede ser inferior a la velocidad de un componente distinto de la misma
muestra cerca de la pared exterior de la porcién de giro. La porcién de giro puede incluir una o mas barreras para el
transporte de muestras. Pueden disponerse las barreras para el transporte de muestras para retrasar el transporte
de moléculas de muestra cerca de la pared interior de la porcidon de giro con respecto al transporte de moléculas
cerca de la pared exterior de la porcién de giro. Pueden disponerse una pluralidad de barreras para el transporte de
muestras en la porcion de giro del canal de separacidon con una densidad que es mayor en regiones cercanas de la
pared interior que en regiones cercanas a la pared exterior. Preferentemente, la densidad de barreras para el
transporte de muestras aumenta a lo largo de una direccion desde la pared exterior hacia la pared interior.

En otro aspecto mas, la invencion proporciona un procedimiento de fabricacion de un aparato de separacion de
componentes de muestras, que comprende; formar un depédsito de catodo en un sustrato; formar un depdsito de
anodo en el sustrato; y formar en el sustrato un canal de separacion que define, entre el depdsito de catodo y el
depdsito de anodo, una trayectoria de transporte de muestras que tiene una porcién sustancialmente recta y al
menos una porcion de giro con una caracteristica de transporte de muestras que es diferente de la caracteristica de
transporte de muestras de la porcion sustancialmente recta de la trayectoria de transporte de muestras.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento de separaciéon de una muestra por electroforesis, que
comprende: depositar una muestra en un depdsito de muestra de sustrato de electroforesis de matriz capilar;
inyectar una porcioén de la muestra en una porcion de un canal de separacion definido en el sustrato; y aplicar un
voltaje de funcionamiento entre un depésito de catodo y un depdsito de anodo en el sustrato con el fin de conducir la
muestra a lo largo del canal de separacion que se define en el sustrato, entre el depdsito de catodo y el depdsito de
anodo, teniendo una trayectoria de transporte de muestras una porcion sustancialmente recta y al menos una
porcién de giro con una caracteristica de transporte de muestras que es diferente de la caracteristica de transporte
de muestras de la porcion sustancialmente recta de la trayectoria de transporte de muestras.

Entre las ventajas de la invencion se encuentran las siguientes.

Mediante la reduccion del ensanchamiento de bandas provocado por el paso de una muestra a través de los giros de
un canal de separacioén, la invencion proporciona un aparato de separacién de alta resolucion de componentes de
muestras con un tamafio global pequefio. Por ejemplo, pueden proporcionarse canales de separacion largos, que
proporcionan separaciones de alta resoluciéon, en un sustrato relativamente pequefo. Esta caracteristica es
particularmente ventajoso para la secuenciacién de ADN, que es una técnica que pueden requerir longitudes de
canal de separacion de 10 cm o mas. Ademas, la invencion permite optimizar la disposicion de canales y depdsitos
en una zona pequefia. La invencién también permite la disposicion conveniente de multiples capilares
microfabricados sobre un solo sustrato.

Puede aplicarse la invencion a todos los tipos de dispositivos de separacion microfabricados, incluidos aquellos que
realizan electroforesis capilar, electroforesis en zona libre, cromatografia electrocinética micelar,
electrocromatografia convencional y enfoque isoeléctrico. Las aplicaciones posibles de la invencion incluyen
secuenciacién de ADN, separacién de proteinas, separacion de aminoacidos, determinacion del tamafio de
fragmentos de ADN, determinacion del tamario de fragmentos por PCR, inmunoensayo, tipaje de PNS, mapeo de la
expresion génica u otros analitos que se han separado por electroforesis o cromatografia capilar o
electrocromatografia capilar en la literatura. Cualquier dispositivo de naturaleza orientada a la separacion se
beneficiara de la longitud aumentada de los canales que permite ahora la invencion.

Otras caracteristicas y ventajas resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion, incluidos los dibujos y las
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos
La fig. 1 es una vista diagramatica en perspectiva de un aparato de separacion de componentes de muestras.

La fig. 2 es una vista diagramatica superior y de una disposicion de canales y depodsitos para un aparato de
separacion de componentes de muestras con dos giros y tres secciones rectas.

La fig. 3A es una vista diagramatica superior y de una disposiciéon de canales y depdsitos para otro aparato de
separacion de componentes de muestras con geometrias de giro diferentes.

La fig. 3B es una vista diagramatica superior de una porcién de giro del canal de separacion indicado de la
realizacion de la fig. 3A.

Las fig. 4A-4C son vistas diagramaticas superiores de un canal de separacion que tiene porciones rectas y una
porcién de giro con anchuras de canal eficaces sustancialmente iguales, mostrado en diferentes momentos durante
un ciclo de separacion de los componentes de una muestra.
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La fig. 5 es una vista diagramatica superior de parte de una porcién de giro de un canal de separacion.

Las fig. 6A-6C son vistas diagramaticas superiores de un canal de separacidon que tiene una porcion recta y una
porcion de giro con una anchura de canal eficaz que es menor que las anchuras de canal eficaces de las porciones
rectas, mostrado en diferentes momentos durante un ciclo de separacion de los componentes de una muestra.

Las fig. 7A-7F son vistas diagramaticas superiores de diferentes porciones de giro de canales de separacion.
Descripcion de las realizaciones preferidas

En referencia a la fig. 1, como se describe en Simpson et al.,, "High-Throughput Genetic Analysis Using
Microfabricated 96-sample Capillary Array Electrophoresis Microplates" Proc. Natl. Acad. Sci., EE. UU., vol. 95,
parrafos 2256-2261 (marzo de 1998), un aparato de separacién de componentes de muestras 10 (p. €j., un
dispositivo de electroforesis capilar) incluye un sistema de separacion 12 y un sistema de deteccion 14. El sistema
de separacion 12 incluye un sustrato 16 con uno o mas canales de separacion y un sistema de electrodos 18 para
desviar los uno o mas canales de separacion. Una realizacion del sistema de deteccion 14 incluye una fuente de luz
20 (p. €j., un laser de iones de argén de onda continua que funciona a una longitud de onda de 488 nm, o un laser
de Nd:YAG de frecuencia duplicada que funciona a una frecuencia de 532 nm) para producir un haz de luz 22 que se
selecciona para que induzca la emision fluorescente en muestras que migran a través del sistema de separacion 12.
El haz de luz 22 pasa a través de un filtro de excitacion 24 hasta un espejo 26, que dirige el haz de luz 22 a un
expansor de haz 28. Un divisor de haz dicroico 30 dirige el haz de luz 22 hacia un galvo escaner 32, que escanea el
haz a través de la abertura de un montaje de lentes confocal 34. Se enfoca el haz sobre el sistema separacion 12
con un tamafio de mancha de, p. gj., aproximadamente 5 micrometros, y se escanea a través de los canales de
separacion del sistema de separacion 12. La luz fluorescente emitida desde las muestras que migran a través de
sistema de separacion 12 se recoge por el montaje de lentes confocal 34 y se dirige hacia el divisor de haz dicroico
30, que es sustancialmente transparente a las longitudes de onda de la luz fluorescente recogida. Un filtro de
emision 36, que funciona, p. €j., en el intervalo de aproximadamente 545-620 nm, dirige la luz fluorescente recogida
hacia una lente 38 que enfoca la luz fluorescente a través de una abertura de orificio pequefio 40 antes de que la luz
se detecte mediante un detector 42 (p. €j., un tubo fotomultiplicador).

En referencia a la fig. 2, en una realizacion, el sistema de separacion 12 incluye un canal de separacién 50 que esta
acoplado entre un deposito de catodo 52 y un depdsito de anodo 54. El canal de separacion 50 tiene una primera
porcién de giro 56, que esta acoplada entre las porciones rectas 58, 60, y una segunda porcion de giro 62, que esta
acoplada entre las porciones rectas 60, 64. Un depdsito de muestra 66 y un depdsito de desechos 68 estan
acoplados al canal de separacion 50 mediante un canal de inyeccién 70, que se cruza con el canal de separacion 50
en una interseccion 72. En funcionamiento, el sistema de electrodos 18 aplica un voltaje de inyeccioén (p. ej., 300
voltios) a través del depdsito de muestra 66 y del depodsito de desechos 68. Durante este tiempo, el sistema de
electrodos 18 aplica un voltaje de desvio (p. €j., 100 voltios) a través del depdsito de catodo 52 y del deposito de
anodo 54 para reducir la difusion de la mezcla al interior del canal de separacién 50. Una vez que el fluido del
deposito de muestra 66 alcanza la interseccion 72, el sistema de electrodos 18 aplica un voltaje de separacion (p.
ej., 1.000 voltios) entre el depdsito de catodo 52 y el depdsito de anodo 54 para dirigir una muestra hacia el interior
del canal de separacion 50. Una vez se ha dirigido una muestra (tapon de inyeccion) de tamafio adecuado (p. €j.,
100 micrémetros de longitud) hacia el interior del canal de separacion 50, el sistema de electrodos 18 aplica de
nuevo un voltaje de desviacion (p. ej., 200 voltios) a través del depdsito de muestra 66 y del depdsito de desechos
68 para eliminar el exceso de muestra de la interseccién 72. En esta realizacion, el sistema de deteccion 14 puede
escanear el haz de luz 22 a través del canal de separacion 50 a lo largo de una linea de barrido 74 que cruza el
canal de separacion 50 en tres ubicaciones (A, B y C) a lo largo de la trayectoria de transporte de la muestra.

En referencia a la fig. 3A, en otra realizacion, el sistema de separacion 12 incluye una pluralidad de canales de
separacion 80-94 que estan acoplados entre los depdsitos de catodo 96-110 correspondientes y un depdsito de
anodo comun 112. Cada canal de separacion 80-94 incluye una primera y una segunda porcién de giro acopladas
entre porciones rectas. El canal de separacion 84 incluye porciones de giro bruscas de 90°, mientras que cada uno
de los otros canales de separacion 80, 82 y 86-94 incluyen porciones de giro curvas. Obsérvese también que el radio
de curvatura de las porciones de giro del canal de separacion 88 es mayor que los radios de curvatura de las
porciones de giro de los otros canales de separacion, y que el radio de curvatura de las porciones de giro del canal
de separacion 90 es menor que los radios de curvatura de las porciones de giro de los otros canales de separacion.
Cada canal de separacion 80-94 esta acoplado a un depdsito de muestra 114-128 correspondiente y a un depdsito
de desechos 130-144 correspondiente. Pueden inyectarse las muestras en los canales de separacion 80-94 usando
la técnica de desviacion descrita anteriormente con relacion a la realizacion de la fig. 2. En esta realizacioén, un
sistema de deteccidn confocal rotatorio descrito en la patente de EE. UU. N.° de serie 09/015.198, presentada el 29
de enero de 1998 y titulada "Rotary Confocal Scanner for Detection of Capillary Arrays" (Escaner confocal rotatorio
para la deteccidon de matrices capilares), puede escanear un haz de luz 22 a lo largo de una trayectoria de barrido
circular 146 (p. €j., con un radio de aproximadamente 1 cm y a una velocidad de barrido de aproximadamente 10 Hz)
centrada en el depdsito de anodo 112. Debido a que la trayectoria de barrido 146 atraviesa cada canal de
separacion 80-94 en tres ubicaciones diferentes, el sistema de deteccion 14 puede recoger tres puntos de datos a
partir de cada canal durante cada ciclo de barrido.
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En las realizaciones descritas anteriormente, se transportan muestras a lo largo de canales de separacién como
consecuencia de un voltaje de separacion aplicado por el sistema de electrodos 18. A medida que las muestras
migran a lo largo de los canales de separacion, los componentes de las muestras llegan a separarse fisicamente en
funcién de las diferencias en sus propiedades fisicas y quimicas. La cantidad de separacién y, en consecuencia, la
resolucion del aparato, aumenta con la distancia que recorre la muestra a lo largo del canal de separacion. Se usan
porciones de giro para aumentar la trayectoria de transporte de muestras, al mismo tiempo que se mantiene un
tamafio global relativamente pequefio para el sistema de separacion 12. El uso de porciones de giro también
proporciona flexibilidad para optimizar la disposicion del canal de separacién y los diversos depoésitos. Como se
explica en detalle a continuacion, las porciones de giro estan configuradas para reducir el ensanchamiento de banda
provocado por el paso de una muestra a través de estas porciones de giro.

Como se usa en el presente documento, el término "porcion de giro" se refiere en general a una porcion de un canal
de separacion que define una trayectoria de transporte de muestras a lo largo de una direccion que es diferente de la
direccion desde la que la muestra se estaba desplazando a través de una "porcion recta" justo antes de que la
muestra entrara en la porcion del canal de separacion en cuestion. Una porcidn de giro puede definir una trayectoria
de transporte de muestras general que corresponde a un cambio de direccion de x°, donde 0° < x < 360°. La
trayectoria de transporte de muestras definida por una porcién de giro puede corresponder a un cambio brusco de
direccion (p. ej., las porciones de giro de 90° del canal de separacion 84) o, de forma alternativa, puede
corresponder a un cambio gradual de direccion (p. €j., las porciones de giro de 180° de los canales de separacion
80, 82 y 86-90). Cada porcion de giro se caracteriza por una pared interior y una pared exterior, donde la trayectoria
de transporte de muestras a lo largo de la pared exterior es mayor que la trayectoria de transporte de muestras a lo
largo de la pared interior, medida entre ubicaciones que se encuentran a lo largo de lineas que son ortogonales a las
paredes interior y exterior en los extremos de la porcion de giro. Por ejemplo, como se muestra en la fig. 3B, una
pared interior 148 de una porcion de giro de 90° del canal de separacion 84 tiene una longitud infinitesimalmente
corta, mientras que la pared exterior 150 correspondiente tiene una longitud igual a las longitudes de los segmentos
152 y 153. De forma similar, para la porciéon de giro de 180° 154 del canal de separacion 88, la pared interior, que
esta mas cerca del anodo 112, corresponde a una trayectoria de transporte de muestras que es mas corta que la
trayectoria de transporte de muestras correspondiente a la pared exterior, que esta mas cerca de catodo 104. Son
posibles otras porciones de giro. Por ejemplo, en referencia a la fig. 7D (analizada a continuacién), las porciones de
giro 229 y 230 pueden tener paredes interiores y exteriores curvas que, conjuntamente, definen una trayectoria de
transporte de muestras curva. De forma alternativa, como se muestra en la fig. 7E (analizada a continuacion), la
porcién de giro 231 puede tener una pared interior 233 sustancialmente recta y una pared exterior 235 curva, en la
que la direccion de la trayectoria de transporte de muestras definida a lo largo de la pared exterior 235 es diferente
de la direccion desde la que se desplazaba la muestra a través de la porcion recta 237. Por tanto, la trayectoria de
transporte de muestras definida a lo largo de la pared exterior 235 es mayor que la trayectoria de transporte de
muestras definida a lo largo de la pared interior 233.

Como se menciona anteriormente y se describe en detalle a continuacion, las porciones de giro de los canales de
separacion estan configurados para reducir el ensanchamiento de banda provocado por el paso de una muestra a
través de la porcion de giro. El ensanchamiento de banda es consecuencia, al menos en parte, de la diferencia en
las trayectorias de separacion definidas a lo largo de las paredes interior y exterior de la porcion de giro. Suponiendo
que las moléculas de una muestra se desplazan a través de una porcién de giro a la misma velocidad, las moléculas
proximas a la pared interior de la porcion de giro completaran el giro mas rapidamente que las moléculas préoximas a
la pared exterior. Existen también inhomogeneidades del campo eléctrico que son consecuencia de la diferencia de
las longitudes de giro atravesadas por las moléculas de una banda de muestra. La velocidad (v) de una banda es el
producto de su movilidad (Ue), que es sustancialmente constante para una banda dada, y la magnitud del campo
eléctrico (E) en el interior de la porcion de giro:

v = peE (1)

El gradiente de fuerza del campo eléctrico perpendicular al eje de la porcidon de giro también contribuye al efecto de
ensanchamiento de banda debido a que el campo eléctrico es mayor cerca de la pared interior que cerca de la pared
exterior. Por tanto, las moléculas préximas a la pared interior no sélo tienen una distancia mas corta que recorrer a
través de la porcion de giro, sino que también se mueven mas rapidamente a través de la porcién de giro. Ademas,
para electrocromatografia capilar u otras técnicas de separacion a base de cromatografia, donde de induce el flujo
de fluido en el canal, la trayectoria a lo largo de la pared interior de la porcion de giro tiene una resistencia de flujo
menor que la trayectoria a lo largo de la pared exterior.

Como se muestra en las fig. 4A-4C, el resultado neto de estos factores es que las bandas de muestra emergen de
una porcién de giro con una orientacion inclinada que aparece en el sistema de deteccion 14 como una banda
ensanchada, especialmente después de la difusion lateral. A medida que un tapon de inyeccion 160 migra a través
de una porcion recta 162 de un canal de separacion, las moléculas que constituyen el tapon de inyeccion 160 se
separan en bandas 164-166, que se detectan mediante el sistema de deteccién 14 en el tiempo como tres picos de
fluorescencia diferenciados 167-169 (fig. 4A). A medida que las bandas 164-166 se desplazan a través de la porcion
recta 162, permanecen sustancialmente ortogonales a las paredes del canal de separacion. En referencia a la fig.
4B, por los motivos expuestos anteriormente, las bandas 164-166 se inclinan con respecto a las direcciones radiales
caracteristicas de la porcion de giro 174 (es decir, cada banda cruza las paredes de la porcidon de giro con angulos
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agudos en lugar de con angulos rectos). Cuando las bandas 164-166 emergen de la porcion de giro 174 y entran en
una porcion recta 176 (fig. 4C), estan significativamente inclinadas. Después de producirse la difusién a través del
canal se ensanchan y se fusionan los picos 167-169, disminuyendo de este modo la resolucién del aparato de
separacion de componentes de muestras 10.

En referencia a la fig. 5, puede describirse el cambio de la anchura de banda resultante del paso de una banda a
través de una porcion de giro en términos de varios parametros que pueden caracterizan una porcién de giro dada.
Para el propésito del siguiente analisis, una porcion de giro circular 180 tiene una anchura de canal (2r)
caracteristica, un radio de curvatura (R) caracteristico, una pared interior 182 con un radio (R;) caracteristico y una
pared exterior 184 con un radio (R,) caracteristico. Las longitudes de la trayectoria de transporte de muestras a lo
largo de la pared interior (Linterior) Y |2 pared exterior (Lexierior) Vienen dadas por:

Linterior = 6 (RI) =0 (R - r) (2)
Lexterior = 0 (Ro) =0 (R + I") (3)

donde 6 es el angulo de la porcion de giro expresado en radianes. Con base en la ecuacion (1) y el hecho de que la
magnitud del campo eléctrico (E) viene dada por el cociente entre el voltaje aplicado (V) y la longitud de la trayectoria
de la muestra (L), las velocidades de la banda de muestra a lo largo de la pared interior 182 (Vinterior) ¥ de la pared
exterior 184 (vexierior) Vienen dadas, en la interpretacion mas sencilla, por:

HeV
‘)interi or T
Linteri or
4)
o
Vovterior = ——
Lexteri or

®)

El periodo de tiempo necesario para que una banda de muestra se desplace a través de la porcién de giro 180 viene
dada por el cociente entre la longitud de la trayectoria y velocidad de la banda. Por tanto, con base en las
ecuaciones (4) y (5), el tiempo necesario para atravesar una trayectoria a lo largo de la pared interior 182 (tinterior) Y €l
tiempo necesario para atravesar una trayectoria a lo largo de la pared exterior (texterior) Vienen dados por:

t _ Linterior _ ez(R —_ r)2
interior -
vinterior “ 'E V

(6)

_ Lexterior _ ez(R + r)2
vexterior u'EV

texteri or

7)

Con base en la ecuaciones (6) y (7), la diferencia de tiempo (At) para que la banda de muestra atraviese la pared
interior 182 y la pared exterior 184 vienen dada por:

024Rr
reV

At = texterior - t

interior

(8)

Finalmente, el cambio de la anchura de banda (Aw) provocado por el paso de la muestra a través del giro viene dado
por el producto de At (dado por la ecuacion (8)) y la velocidad promedio de la banda (Vpromedio), que se supone que
corresponde a los componentes de la banda que se desplazan a lo largo de un trayectoria a través del dentro de la
porcién de giro 180:

BV 0%4Rr
OR u;V

= 40r

AW = 1ivromedio At =
(9)

Por tanto, para un angulo de giro 6 dado, puede reducirse el ensanchamiento de banda consecuencia del paso de
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una muestra a través de una porcién de giro disminuyendo la anchura de canal eficaz (2r) a través la porcién de giro.

Por tanto, para reducir el ensanchamiento de banda provocado por el paso de una muestra a través de una porcién
de giro, puede construirse y disponerse la porcion de giro para que tenga una caracteristica de transporte de
muestras que es diferente de la caracteristica de transporte de muestras correspondiente de la porcion recta. Por
ejemplo; puede configurarse la porcion de giro con una anchura de canal eficaz que es menor que las anchuras de
canal eficaces de las porciones rectas del canal de separacion. Puede reducirse la anchura de canal real de la
porcion de giro colocando una o mas barreras para el transporte de muestras en la porcion de giro del canal. Pueden
configurarse las barreras de transporte de muestras de forma que los componentes de la muestra de una banda
dada se desplacen a través de la porcion de giro sustancialmente a la misma velocidad, mediante lo cual la
orientacion de la banda permanece sustancialmente alineada a lo largo de direcciones radiales caracteristicas de la
porcioén de giro.

También puede reducirse el ensanchamiento de banda inducido por un giro si se introduce un segundo giro de
direccion contraria inmediatamente después del primer giro, como se muestra en la realizacion de la fig. 2. Sin
embargo, la utilidad de esta configuracion depende de la constante de difusion del analito y del tamarfio de la banda.
En particular, si la banda inicial es muy grande en relacién con el volumen del giro, es probable que esta
configuracion muestre poco ensanchamiento de banda. Si el volumen de la banda es pequefio en relacion con el
volumen del giro y la difusion lateral es significativa durante el paso a través de la seccion final entre los giros, el
segundo giro no reducira significativamente el efecto de ensanchamiento de banda. Por otra parte, si el volumen de
la banda es pequefio en relacion con el volumen del giro y la difusion lateral es insignificante durante el paso a
través de la seccion recta intermedia, el segundo giro tendera a reducir el ensanchamiento de banda inducido por el
primer giro.

Como se muestra en las fig. 6A-6G, este enfoque novedoso puede llevarse a cabo proporcionando un canal de
separacion 188 con una porcion de giro 190 que tiene una anchura de canal que es menor que la anchura de las
porciones rectas 192, 194. A medida que un tapon de inyeccién 196 migra a través de una porcion recta 192 del
canal de separacion 188, las moléculas que constituyen el tapén de inyeccidén 196 se separan en bandas 198-200,
que se detectan mediante el sistema de deteccién 14 en el tiempo como tres picos de fluorescencia diferenciados
202-204 (fig. 6A). A medida que las bandas 198-200 se desplazan a través de la porcién recta 192, sus
orientaciones permanecen sustancialmente ortogonales a las paredes del canal de separacion. En referencia a la fig.
6B, aunque las bandas 198-200 se inclinan ligeramente con respecto a la pared interior y la pared exterior de la
porcién de giro 190 (es decir, cada banda cruza las paredes de la porcidn de giro con un angulo agudo), el grado de
inclinacion es significativamente menor que el grado de inclinacion provocado por el paso a través de la porcion de
giro 174 (fig. 4A-4C), que tiene una anchura de canal mas ancha. Cuando las bandas 198-200 emergen de la
porcion de giro 190 y entran en una porcion recta 194 (fig. 6C), no estan significativamente inclinadas. El resultado
es que los picos de fluorescencia 202-204 detectados por el sistema de deteccion 14 sélo estan ligeramente
ensanchados. De hecho, la resolucién de los picos 202-204 es mayor de la resolucion antes de que las bandas 198-
200 entraran en la porcion de giro 190 debido a la distancia de migraciéon afiadida atravesada por las bandas a
través de la porcion de giro y debido a que el nuevo disefio del giro no ha degradado la resolucién. Por tanto, el uso
de porciones de giro con anchuras de canal estrechas da lugar a un aparato de separaciéon de componentes de
muestras 10 con una resolucion mejorada.

En la realizacién de las fig. 6A-6C, las porciones rectas 192, 194 pueden tener una anchura de canal de
aproximadamente 138 micrometros (antes de las porciones ahusadas 210, 212) y la porcién de giro 190 puede tener
una anchura de canal de aproximadamente 33 micrometros (después de las porciones ahusadas 210, 212). Las
porciones ahusadas 210, 212 pueden tener una longitud de aproximadamente 200 micrometros.

Otra ventaja de las porciones de giro con anchuras de canal estrechas se refiere a un efecto de apilamiento de
bandas. Tras entrar en un giro estrechado, aumentara la longitud de las bandas y las distancias entre bandas. A
medida que una banda se desplaza a lo largo de una porcion de giro, la banda experimentara cierto ensanchamiento
por difusion simple. Sin embargo, tras salir de porcién de giro se reducira la banda a su anchura original y también
se reducira el ensanchamiento provocado por el paso de la banda a través de la porcion de giro. Para los propdsitos
del presente analisis, el subindice "s" se refiere a los parametros de un tapén de inyeccion en una porcion recta de
un canal de separacion y el subindice "t" se refiere a los parametros del tapén de inyeccion en la porcion de giro. El
volumen del tapon en la porcidn recta es el mismo que el volumen del tapén en la porcion de giro. En consecuencia:

Wslsh = wilth (10)

Se supone que la altura (h) del canal de separacion la misma en la porcion recta y en la porcion de giro, aunque no
se trata de una suposicion limitante que sea necesaria para la presente invencion. Suponiendo que la anchura (wi)
de la porcion de giro se reduce a una fraccion (3; 0 < & < 1) de la anchura (ws) de la porcidn recta (es decir, w; =8
ws), la longitud del tapdn aumentara proporcionalmente:

1
I‘ = —6"}‘

(11)

~
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A medida que el tapon se desplaza a través de la porcion de giro, también se alarga (Al) como consecuencia de los
efectos de ensanchamiento analizados anteriormente durante el paso a través del giro. Por tanto, la longitud total
(liotar) del tapdn en el giro viene dada por:

, ENRYN
6 3
(12)
Después de atravesar la porcién de giro, el tapdn puede entrar en otra porcion recta con una anchura de canal ws.
Debido a que se conservan el volumen del tapon, la longitud del tapon disminuira en la misma fraccion (8). Por tanto,
la longitud del tapdn (Is) en la segunda porcién recta viene dada por:

L, =8, + Al) = 8(=1, + Al) =1 + Al
® (13)

Por lo tanto, el alargamiento adicional (Al) provocado por el paso del tapén a través de la porcidn de giro se reduce
en la misma fraccion (8) que se reduce la anchura de canal de la porcion de giro con relacion a la anchura de canal
de las porciones rectas del canal de separacioén. Esto es, de este modo, el uso de porciones de giro de anchura
estrecha reduce adicionalmente el ensanchamiento de banda provocado por el paso de la muestra a través de la
porcion de giro.

En referencia de nuevo a las fig. 6A-6C y a la fig. 7A, la porcion de giro 195 esta acoplada a las porciones rectas
192, 194 mediante las porciones de transicion 210, 212, que se caracterizan por una reduccion lineal de la anchura
de canal desde la porcion recta hasta la porciéon de giro del canal de separacion. En este disefio, se reduce la
anchura de canal antes de la entrada en el giro y se ensancha el canal después del giro. Esta modificacion se logra
ahusando el canal de forma gradual en un modo con forma de embudo en lugar de cambiando la anchura de forma
brusca.

Como se muestra en las fig. 7B-7D, también son posibles otras transiciones desde la porciéon de giro hacia las
porciones rectas. La realizacion de la fig. 7B emplea una transicién brusca entre una porcion de giro 220 y las
porciones rectas 222, 224 (es decir, no existe una porcion de transicion). Se observa que la distorsion del patron de
migracion de la muestra provocada por la transicidon brusca en esta realizacion podria inducir remolinos y otras
caracteristicas que disminuyen la resolucion. En referencia a la fig. 7C, en otra realizacién, las porciones de
transicion 226, 228 son sustancialmente escalonadas. Como se muestra en la fig. 7D, las porciones de transicion
229, 230 pueden ser curvas y tener paredes interiores y exteriores que definen trayectorias curvas que forman las
porciones de giro. En referencia a la fig. 7E, en una realizacion alternativa, puede formarse una porcién de giro 231 a
partir de una pared interior 233 sustancialmente recta y una pared exterior 235. La anchura de la porcion de giro 231
se estrecha para reducir el ensanchamiento de banda provocado por el paso de una muestra a través de la porcién
de giro 231.

En referencia a la fig. 7F, en otra realizacion mas, se dispone un conjunto de puestos 232 (barreras para el
transporte de muestras) en una porcion de giro 234 de forma que la velocidad de la muestra cerca de la pared
interior del giro 236 es inferior que la velocidad de la muestra cerca de la pared exterior 238. Tal como se muestra, la
densidad de barreras para el transporte de muestras aumenta a lo largo de una direccion radial 240 desde la pared
exterior 238 hacia la pared interior 236. Pueden colocarse los puestos 232 dentro de la porcion de giro 234 con el fin
de compensar las diferencias dependientes del radio en la longitud total de la trayectoria y la fuerza del campo
eléctrico. Por ejemplo, pueden colocarse los puestos 232 de forma que una banda de muestra que atraviesa la
porcion de giro 234 permanece orientada con respecto a la pared exterior 238 y la pared interior 236 a lo largo de
direcciones radiales caracteristicas de la porcién de giro 238, con la consecuencia de que la banda de muestra
emerge de la porcién de giro 234 con una orientacion que es sustancialmente ortogonal a la porcién recta acoplada
al extremo de la porcion de giro 234. En efecto, los puestos 232 reducen la movilidad de la muestra a lo largo de la
pared interior 236, de forma que los componentes de la banda se desplazan a lo largo de la pared interior 236
sustancialmente a la misma velocidad radial que los componentes de la banda que se desplazan a lo largo de la
pared exterior 238. En el caso de la electroforesis, la idea es instalar puestos de forma que la longitud de la
trayectoria y la resistencia para trayectorias de radio pequefio y largo alrededor del giro sean iguales. En el caso de
la cromatografia, la idea es mantener iguales la resistencia al flujo de fluido para trayectorias de radio pequefio y
largo.

Pueden formarse los canales de separacién descritos anteriormente en el sustrato 16 de acuerdo con los
procedimientos de fabricacion descritos en la solicitud de EE. UU N.° de serie 08/965.738, presentada el 7 de
noviembre de 1997, que se ha incorporado en el presente documento por referencia. Por ejemplo, en una
realizacion, puede grabarse quimicamente una placa de vidrio Borofloat triturada de 1 mm de espesor y 98,4 mm
(37/8 pulgadas) de diametro, con HF al 49 % durante dos minutos para producir canales de separacion con una
profundidad de 14 micrémetros. El patrén para grabado himedo se logré usando técnicas fotolitograficas estandar.
Después, se une una placa superior a la placa grabada para formar los canales. Se practican orificios en la placa
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superior para proporcionar acceso de fluidos. Pueden fabricarse o moldearse de forma equivalente estos dispositivos
en plastico u otras estructuras poliméricas adecuadas para electroforesis de muestras. También podrian formarse
estos dispositivos a partir de obleas de silicio u otros materiales usados en la fabricacién de semiconductores,
seguidos de recubrimientos o tratamientos dieléctricos o poliméricos adecuados de las superficies para hacerlas
adecuadas para electroforesis.

Existen otras realizaciones dentro del alcance de las reivindicaciones.

Por ejemplo, puede aplicarse el enfoque de giro novedoso descrito en el presente documento a cualquiera de las
realizaciones de electroforesis con matriz capilar (CAE) descrita en la solicitud de EE. UU. N.° de serie 08/965.738.
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REIVINDICACIONES

1. Un aparato de separacion de componentes de muestras (12), que comprende un canal de separacion (50, 188)
que tiene al menos una porcion recta (58, 192) y al menos una porcion de giro (56, 190, 220, 234), caracterizado
porque:

la porcién de giro tiene una anchura de canal eficaz que es menor que la anchura de canal eficaz de la porcion recta,
para aumentar la longitud de un tapon de muestra (196) que pasa a través de la porcién de giro para reducir el
ensanchamiento de banda provocado por el paso del tapén de muestra a través de la porcion de giro.

2. El aparato de la reivindicacion 1, en el que el canal de separacion esta configurado para realizar una separacion
electroforética.

3. El aparato de la reivindicacion 1, en el que la porcidon de giro incluye una o mas barreras para el transporte de
muestras (232).

4. El aparato de la reivindicacion 1, en el que la porcion de giro tiene una anchura de canal que es menor que la
anchura de canal de la porcion recta.

5. El aparato de la reivindicacion 1, que ademas comprende una porcién de transicion que acopla la porcion recta y
la porcion de giro, teniendo la porcion de transicion una anchura que aumenta desde la porcién de giro mas estrecha
(195) hacia la porcién recta mas ancha.

6. El aparato de la reivindicacion 5, en el que el aumento de la anchura del canal de la porcién de transicion (210,
212) es lineal.

7. El aparato de la reivindicacion 5, en el que el aumento de la anchura del canal de la porcion de transicion (226,
228) es escalonado.

8. El aparato de la reivindicacion 5, en el que la porcién de transicion (229, 230) define una trayectoria curva.

9. El aparato de la reivindicacion 1, en el que la porcion de giro tiene una pared interior (236) y una pared exterior
(238), y la velocidad de un componente de muestra cerca de la pared interior de la porcién de giro es menor que la
velocidad de un componente diferente de la misma muestra cerca de la pared exterior de la porcién de giro.

10. El aparato de la reivindicacion 1, en el que la porcién de giro tiene una pared interior (236) y una pared exterior
(238), y ademas comprende una pluralidad de barreras para el transporte de muestras dispuestas en la porcion de
giro del canal de separaciéon con una densidad que es mayor en regiones proximas a la pared interior que en
regiones proximas a la pared exterior.

11. El aparato de la reivindicacién 10, en el que la densidad de barreras para el transporte de muestras aumenta a lo
largo de una direccion (240) desde la pared exterior hacia la pared interior.

12. El aparato de la reivindicacion 1, que ademas incluye:
un depdsito de catodo (52, 96-110);
un depdsito de anodo (54,112); y

en el que el canal de separacion define una trayectoria de transporte de muestras entre el depdsito de catodo y el
deposito de anodo.

13. El aparato de la reivindicacion 12, en el que la porcién de giro tiene una pared interior (236) y una pared exterior
(238), y la porcion de giro incluye una o mas barreras para el transporte de muestras (232) dispuestas para retrasar
el transporta de moléculas de muestras cerca de la pared interior de la porcién de giro con relacion al transporte de
moléculas de muestra cerca de la pared exterior de la porcion de giro.

14. El aparato de la reivindicaciéon 12, que ademas comprende una pluralidad de canales de separacion (80-94),
definiendo cada uno, entre un depdsito de catodo asociado y el depdsito de anodo, una trayectoria de transporte de
muestras que tiene al menos una porcién de giro.

15. El aparato de separacion de componentes de muestras de la reivindicacion 1, que ademas incluye:
un depdsito de muestras (66, 114-128) acoplado al canal de separacion; y

un depdsito de desechos (68, 130-144) acoplado al canal de separacion.

16. Un procedimiento de separacion de una muestra que comprende:

depositar una muestra en un depdsito de muestras (66, 114, 128) en un sustrato (16);

10
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inyectar una porcion de la muestra en una porcién de un canal de separacion (50, 188) del sustrato; y

aplicar un voltaje entre un depdsito de catodo (52, 96-101) y un depdsito de anodo (54, 112) del sustrato con el fin de
conducir la muestra a lo largo del canal de separacion que se define en el sustrato, entre el depdsito de catodo y el
deposito de anodo, teniendo una trayectoria de transporte de muestras una porcién recta (58, 192) y al menos una
porcion de giro (56, 190 220, 234), caracterizado porque:

la porcién de giro tiene una anchura de canal eficaz que es menor que la anchura de canal eficaz de la porcion recta,
para aumentar la longitud de un tapon de muestra (196) que pasa a través de la porciéon de giro para reducir el
ensanchamiento de banda provocado por el paso del tapdn de muestra a través de la porcién de giro.

17. El procedimiento de la reivindicacion 16, en el que la porcion de giro tiene una anchura de canal que es menor
que la anchura de canal de la porcién recta.

18. El procedimiento de la reivindicacion 16, en el que la porcion de giro tiene una pared interior (236) y una pared
exterior (238), y la porcién de giro incluye barreras para el transporte de muestras (232) dispuestas para retrasar el
transporta de moléculas de muestras cerca de la pared interior de la porcién de giro con relacion al transporte de
moléculas de muestra cerca de la pared exterior de la porcién de giro.

19. El procedimiento de la reivindicacion 16, que ademas comprende una pluralidad de canales de separacion (80-
94), definiendo cada uno, entre un depdsito de catodo asociado y el depdsito de anodo, una trayectoria de transporte
de muestras que tiene al menos una porcion de giro.

20.El procedimiento de la reivindicacion 16, en el que la porcién de giro incluye una o mas barreras para el
transporte de muestras (232).

11
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