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DESCRIPCION

Procedimiento para producir elementos microporosos, los elementos microporosos producidos de esta manera y
usos de los mismos

La presente invencién se refiere a nuevos procedimientos para producir dispositivos de filtro que comprenden
elementos microporosos y a dispositivos de filtro que comprenden elementos microporosos que pueden obtenerse
mediante tales procedimientos. Los elementos microporosos pueden comprender microparticulas solidas, que
preferentemente modifican las propiedades de adsorcion del elemento microporoso. Los elementos microporosos
estan unidos a un soporte y/o un retenedor. Adicionalmente, la presente invencién se refiere a kits, composiciones
de diagnostico y farmacéuticas que comprenden los dispositivos de filtro mencionados anteriormente.
Adicionalmente, la presente invencién se refiere al uso de los dispositivos de filtro mencionados anteriormente en
microfiltracion, cromatografia, adsorcién/inmovilizacién de compuestos organicos e inorganicos asi como para la
preparacion y/o deteccién de tales compuestos.

Hay una demanda cada vez mayor en el area de la quimica analitica de dispositivos capaces de manipular
volumenes de muestra de moderados a pequefios, de una manera que sea rapida, que de una alta recuperacion y
que minimice cualquier posibilidad de contaminacion de la muestra. Entre otros atributos deseados estan un bajo
coste, facilidad de fabricacion y adecuabilidad para aplicacion con un equipo convencional. Los dispositivos previos
para microfiltracion etc., implicaban el uso de material de filtro preformado. Polimeros sintéticos tales como nylon,
metacrilato o polimeros semisintéticos tales como nitrocelulosa o acetato de celulosa se han usado durante
décadas. En su mayor parte, el material de filtro es un material no tejido que se forma a partir de una banda de fibras
sintéticas o naturales. Las fibras pueden estar unidas juntas o no mediante un aglutinante. En general, se cortan
discos del material no tejido y se situan dentro de un tubo de muestra o similar. Los problemas en relacién con este
enfoque previo incluyen un contacto insuficiente del disco de filtro pre-cortado con la pared del tubo de filtro dejando
pequefios huecos y, de esta manera, permitiendo que la muestra de liquido aplicada escape.

En este contexto, el disco de filtro puede fijarse al tubo de filtro mediante un adhesivo; adicionalmente o como
alternativa, el disco de filtro puede soldarse al tubo de filtro aplicando localmente calor o por tratamiento mediante
ultrasonidos. Si el disco de filtro se fija al tubo de filtro mediante un adhesivo, el adhesivo puede influir en las
propiedades del filtro del material de una manera incontrolable. Esto mismo es cierto cuando el disco de filtro se
suelda al tubo de filtro aplicando calor localmente o por un tratamiento de ultrasonidos. Los problemas analizados
anteriormente se potencian cuando el tamafo global del elemento de filtro se reduce. Por lo tanto hasta ahora no ha
sido factible técnicamente producir elementos de filtro satisfactorios con aberturas de un diametro tan pequefio como
varios micrometros.

Cuando se usa un filtro de adsorcion que contiene microparticulas adsorbentes granulares, el problema de
dislocacién podria ocurrir durante el procesamiento de un liquido y también durante el transporte. Por lo tanto, las
microparticulas se mantienen, por ejemplo, entre dos elementos porosos de confinacion, tales como fritas, redes,
retenedores anulares o ranurados en ambos lados porosos del elemento de filtro. Incluso cuando se embeben entre
fibras de teflon o vidrio, podria ser necesario un retenedor poroso superior asi como una frita de soporte inferior, o
un elemento de red o ranurado.

El documento WO 87/01956 desvela un filtro que comprende un miembro de soporte no poroso abierto por un
extremo y un disco poroso asegurado rigidamente al miembro de soporte en un extremo opuesto. El documento WO
93/07945 se refiere a una columna cromatografica liquida continua que contiene un medio de separacién en forma
de un tapon de polimero macroporoso dispuesto en la columna a través de su area de seccion transversal interna y
producido polimerizando monémeros especificos en presencia de un iniciador y un porégeno. El documento EP 471
420 A2 desvela un dispositivo de filtro que comprende un miembro alargado hueco y un medio de filtro situado en el
miembro alargado. El documento DE 37 17 211 A1 desvela un dispositivo para la separaciéon y purificacion de
moléculas mediante una matriz, matriz que esta proporcionada en un miembro hueco cénico. EI documento EP 264
740 A2 se refiere a un dispositivo de pipeteado, a puntas de pipeta y a dispositivos de filtro que pueden estar
presentes en la punta de pipeta. El documento US 4.675.299 se refiere a un dispositivo de envasado de reactivo
autocontenido para un ensayo que comprende un miembro de soporte y una pluralidad de pocillos en el miembro de
soporte. Al menos uno de los pocillos tiene una abertura en su extremo inferior e incluye un soporte al que se une el
reactivo y un filtro poroso situado entre el soporte y la abertura.

De esta manera, el problema técnico subyacente de la presente invencién es proporcionar un procedimiento rentable
para producir un dispositivo de filtro que pueda aplicarse para la mayoria de versiones de cromatografia liquida
analitica o micropreparativa, tal como cromatografia de intercambio de iones, cromatografia en fase inversa,
cromatografia de interacciéon hidréfoba, cromatografia de adsorciéon en geles de silice, cromatografia de afinidad,
inmunocromatografia, para estudios de union, el aislamiento de complejos de unién multicomponente, para la
seleccion de muestras o para evitar la dislocacidon de microparticulas, mejorado o simplificado aplicando técnicas
adecuadas seleccionadas evitando la pérdida no especifica de biopolimeros tales como péptidos, proteinas, acidos
nucleicos, oligonucledtidos, polisacaridos o derivados de los mismos presentando superficies biocompatibles y
ahorrando costes usando un material microparticulado caro en muy pequenas cantidades. Ademas, la transferencia
de sustancias diferentes del filiro a las membranas de transferencia se hara posible sin tener problemas con
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volumenes muertos.
La solucidn al problema técnico se consigue proporcionando las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un procedimiento para producir un dispositivo de filtro como se
define en la reivindicacion adjunta 1, mientras que las realizaciones preferidas se exponen en las reivindicaciones
dependientes.

En el contexto de la presente invencion, la expresién "solidificacion en forma esponjosa" significa que el producto
contiene espacios huecos.

En el procedimiento de la presente invencion, la sustancia esta presente en una fase liquida. Dicha fase liquida
puede ser una solucién o suspension de un polimero en un disolvente y la solidificacion en forma esponjosa esta
provocada preferentemente por la acciéon de un antidisolvente para el polimero.

Para un fin de la presente invencion, el término "polimero” significa sustancias naturales o artificiales constituidas por
moléculas grandes que a su vez se fabrican a partir de combinaciones de moléculas pequefias y simples que son
idénticas o no, es decir, homo y copolimeros. Los polimeros de acuerdo con la presente invencién incluyen también
resinas.

En una realizacion preferida el polimero se selecciona de entre el grupo que consiste en ésteres de polivinilo,
ésteres de polivinilo parcialmente desacilados, derivados de celulosa, poliamidas, poliestireno, poli(metacrilato de
metilo) y mezclas de los mismos. Preferentemente, dicho polimero comprende segmentos tanto hidréfilos como
hidrofobos dentro de sus moléculas.

En una realizacion particularmente preferida del procedimiento de la presente invencidn, el polimero se selecciona
de entre el grupo que consiste en poli(alcohol vinilico-co-etileno), poli(alcohol vinilico-co-vinilacetato), copolimero de
etileno y &cido acrilico, copolimero de etileno y éster acrilico, copolimero de etileno y acrilamida, copolimero de
acido acrilico y vinilacetato, copolimero de acrilamida y acetato de vinilo, copolimero de monoamida de etilendiamina
del acido acrilico con acetato de vinilo, poli(alcohol vinilico-co-estireno), poli(estireno-co-acido maleico) y derivados
glicerol éster de los mismos, copolimero de acrilamida y éster acrilico y mezclas de los mismos.

En otra realizacion preferida del procedimiento de la presente invencion el disolvente se selecciona de entre el grupo
que consiste en dimetilsulfoxido, dimetilformamida, dimetilacetamida, formamida, acido férmico, acido acético, 2,2,2-
tricloroetanol, tolueno, tetrahidrofurano y mezclas de los mismos.

En una realizacién preferida adicional el disolvente estd compuesto de al menos dos antidisolventes volatiles.
Preferentemente, dicho disolvente puede retirarse a temperatura ambiente o al vacio.

En una realizacion preferida adicional del procedimiento de la presente invencion la solidificacion se consigue
evaporando el disolvente y/o el antidisolvente. Preferentemente, el antidisolvente se selecciona de entre el grupo
que consiste en agua, alcoholes que tienen de 1 a 4 atomos de carbonos, amoniaco, acetato de etilo, acetona,
etilendiamina y mezclas de los mismos.

En otra realizacion del procedimiento de acuerdo con la presente invencion la fase liquida es un hidrocoloide.

En una realizacién preferida el hidrocoloide se selecciona de entre el grupo que consiste en agarosa de bajo punto
de fusion, almidén, alcohol polivinilico y mezclas de los mismos.

En una realizaciéon adicional preferida la fase de soluciéon de hidrocoloide se somete a reticulacion mediante
tetraborato sédico.

En otra realizacion preferida el hidrocoloide solidificado se deseca y/o reticula.

En otra realizacién del procedimiento de acuerdo con la presente invencion, la fase liquida es una solucion o
suspensiéon de uno o mas mondémeros y la solidificaciéon se provoca por polimerizacion de dicho monémero.

En una realizacion preferida el mondmero o mondmeros estan presentes en un disolvente. Preferentemente, el
mondémero 0 mondémeros comprenden uno 0 mas monémeros de reticulacion.

En una realizacién particularmente preferida dichos mondémeros comprenden una diamina y un diepdxido.

En una realizacion preferida adicional del procedimiento de acuerdo con la presente invencion, el mondmero se
selecciona de entre el grupo que consiste en ésteres de vinilo, &cido acrilico y sus derivados, y la polimerizacion se
realiza por influencia de radicales libres.

En una realizacion adicional del procedimiento de acuerdo con la presente invencion, la sustancia se permea con un
fluido de distribuciéon en canal o con un hidrogel reversible o con liquidos tales como polipropilenglicol de 4000
Dalton o mayor que es insoluble en agua a temperaturas por encima de 20 °C. Preferentemente, el fluido de
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distribucién en canal es aceite de silicona, agua o aire.

En ofra realizacién del procedimiento de acuerdo con la presente invencidon la sustancia es un polimero
termoplastico y la solidificacion se provoca por sinterizacion, por ejemplo por calentamiento o por la acciéon de un
disolvente. Preferentemente el polimero es un copolimero de estireno y acido maleico o acetato de polivinilo.

En una realizacion adicional del procedimiento de acuerdo con la presente invencién la sustancia comprende
adicionalmente microparticulas sélidas que preferentemente tienen un tamafo de 0,01 pm a 500 um. Respecto al
tamafio, porosidad y caracteristicas adsorbentes, un elemento microporoso puede estar constituido por diferentes
tipos de microparticulas que pueden inmovilizarse en un orden estratificado. Las microparticulas tales como
particulas adsorbentes estan disponibles en el mercado. Algunas estan fabricadas de material inorganico tal como
fosfato de calcio, gel de silice u éxidos de silicio, aluminio, titanio, zirconio o consisten en un nucleo inorganico
microporoso con una capa superficial de polimero organico, que proporciona grupos aniénicos y cationicos para
cromatografia de intercambio de iones o grupos hidréfobos para cromatografia en fase inversa o de interaccion
hidréfoba. Las microparticulas pueden derivatizarse también de manera que satisfagan los requisitos de union
especifica de cromatografia de afinidad de proteinas, polipéptidos, acidos nucleicos, oligonucleétidos, polisacaridos
y otfras sustancias organicas. Por unién covalente o por unién no covalente tal como unién a marcador, estas
sustancias pueden usarse por si mismas para formar una matriz de afinidad, ademas de por ejemplo anticuerpos,
avidina y lectinas.

En una realizacion preferida la sustancia y las microparticulas estan presentes como una suspension en un
antidisolvente de baja viscosidad.

Dicha sustancia y dichas microparticulas pueden solidificarse, por ejemplo, por evaporacién desde una solucién muy
diluida en un disolvente pobre o por sinterizacion a temperaturas moderadas de hasta 130 °C sin solucién de
polimero, usando solo un polimero parcialmente fundido en su lugar.

En una realizaciéon preferida del procedimiento descrito anteriormente de la invenciéon dichas microparticulas
modifican las propiedades de adsorcién del elemento microporoso final, preferentemente util para cromatografia de
intercambio de iones, cromatografia en fase inversa, cromatografia de interaccion hidrofoba, cromatografia de
adsorcion en geles de silice y/o cromatografia de afinidad.

En una realizacion adicional del procedimiento de la presente invencion, las microparticulas estan disefiadas para
tener una propiedad preseleccionada. De esta manera, las microparticulas pueden contener, por ejemplo, una
molécula efectora. Los ejemplos de tal molécula incluyen secuencias de aminoacidos disefiadas para secuestrar
iones, que hacen a la molécula adecuada para su uso como un agente de formacion de imagenes y secuencias
disefiadas para facilitar inmovilizacién de las microparticulas para su uso, por ejemplo, en cromatografia de afinidad
e inmunoensayo en fase sélida. Otro ejemplo de tal molécula es una molécula efectora bioactiva que es una proteina
que tiene una conformacion adecuada para actividad biolégica y/o enziméatica, tal como una enzima, toxina, receptor,
sitio de unién, factor de crecimiento, factor de diferenciacién celular, citocina, hormona o anti-metabolito.

En una realizacion preferida, dichas microparticulas comprenden una molécula efectora capaz de secuestrar un ion,
uniéndose selectivamente a dicho soporte sdlido, uniéndose a un determinante antigénico preseleccionado o siendo
un ligando. Por ejemplo, dicha molécula puede comprender una enzima o resto detectable de forma remota y/o una
secuencia de aminoacidos, acidos nucleicos o andlogos o derivados de los mismos.

Preferentemente, dicha molécula capaz de secuestrar un i6n es calmodulina, metalotioneina, un fragmento de las
mismas, una secuencia de aminodcidos rica en al menos uno de acido glutdmico, &cido aspartico, lisina y arginina y
dicha molécula efectora capaz de unirse a un determinante antigénico preseleccionado es un anticuerpo o fragmento
o0 un derivado del mismo. Estos anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales o
anticuerpos sintéticos asi como fragmentos de anticuerpos, tales como fragmentos Fab, Fv o scFv, etc. Los
anticuerpos monoclonales pueden prepararse, por ejemplo, por las técnicas descritas originalmente en Koéhler y
Milstein, Nature 256 (1975), 495 y Galfré, Meth. Enzymol. 73 (1981), 3, que comprende la fusion de células de
mieloma de ratén a esplenocitos derivados de mamiferos inmunizados. Adicionalmente, los anticuerpos o
fragmentos de los mismos a antigenos pueden obtenerse usando procedimientos que de describen por ejemplo en
Harlow y Lane "Antibodies, A Laboratory Manual", CSH Press, Cold Spring Harbor, 1988. Estos anticuerpos pueden
usarse, por ejemplo, para la inmunoprecipitacion e inmunolocalizaciéon del antigeno deseado asi como para el
control de la presencia de tales antigenos, por ejemplo, en organismos recombinantes y para la identificacién de
compuestos que interactdan con el antigeno. Por ejemplo, la resonancia de plasmoén superficial segun se emplea en
el sistema BlAcore puede combinarse con un elemento microporoso de la invencion para aumentar la eficacia de las
selecciones del anticuerpo del fago, produciendo un gran incremento de afinidad a partir de una sola biblioteca de
anticuerpos de fago que se une a un epitopo del antigeno (Schier, Human Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97-105;
Malmborg, J. Immunol. Methods 183 (1995), 7-13).

Adicionalmente, dicha molécula capaz de unirse selectivamente a un soporte sélido puede ser, por ejemplo, GST,
His-tag, Lex-A, MBP y dicho ligando, por ejemplo, Ni-NTA.

En una realizacion adicional méas del procedimiento de la presente invencion la sustancia es autosostenida y se
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aplica a un soporte.

Un "soporte" de acuerdo con la presente invencion esta en forma de un tubo que tiene una abertura adecuada para
aplicar la sustancia tal como para formar una capa autosostenida preferentemente sobre la seccion transversal de la
abertura.

Preferentemente, el soporte estd en forma de polipropileno (PP), polietileno (PE), copolimero de propileno/etileno,
acetato de polivinilo, poliamida, poliestireno, polietilentereftalato (PET), poliéter etercetona (PEEK), policarbonato,
polietilen vinilacetato, poli(alcohol vinilico-co-etileno), poliéster, poliamida, vidrio, ceramica, cuarzo, nitruro de silicio o
mezclas de los mismos, o materiales compuestos de los mismos con fibras o estructuras de vidrio, diéxido de silicio,
carbono o ceramica.

El soporte tiene la forma de un tubo y el elemento microporoso preferentemente se genera en o cerca de un extremo
del tubo. Preferentemente, al menos una seccion del tubo es de forma coénica, teniendo un extremo de la seccién
transversal mas pequefio y mas grande, y el elemento microporoso se genera en o cerca del extremo de la seccién
transversal mas pequefo.

La etapa de aplicar la solucién a la abertura se consigue permitiendo que la solucién ascienda por el tubo por accion
capilar.

La pared interna del tubo puede revestirse de un revestimiento hidréfilo mientras que el borde del tubo cerca del
elemento microporoso puede mantenerse libre de revestimiento hidréfilo o no. Preferentemente, el revestimiento se
forma aplicando una solucién de uno o mas ésteres de polivinilo en un disolvente organico a la pared interna del
tubo, permitiendo que el disolvente organico se evapore e hidrolizando parcialmente la capa resultante de éster de
polivinilo en la superficie del mismo.

El diametro de la abertura del soporte puede ser de 0,02 mm a 4 mm.
En el procedimiento de acuerdo con la presente invencion la sustancia se aplica a un retenedor.

En una realizacion preferida el retenedor microporoso esta formado de polietieno (PE), polipropileno (PP),
copolimero de propileno/etileno, acetato de polivinilo, poliamida, poliestireno, polietilentereftalato (PET), poliéter
etercetona (PEEK), policarbonato, poli(alcohol vinilico-co-etileno), poliéster, poliamida, vidrio, ceramica, cuarzo,
silicio, nitruro de silicio 0 mezclas de los mismos, acero inoxidable o materiales compuestos de los mismos con fibras
o estructuras de vidrio, didxido de silicio, carbono o ceramica.

Dicho retenedor microporoso preferentemente esta en forma de un disco, rejilla, membrana de poros grandes,
membrana con tejido de soporte, membrana con caracteristicas de tejido o no tejido, red, placa, barra y/o cono
truncado.

El elemento microporoso se genera dentro del soporte.

En una realizacion preferida de los procedimientos descritos anteriormente el soporte es hueco e impermeable a la
humedad.

En una realizacion preferida el procedimiento de acuerdo con la presente invencion comprende adicionalmente la
etapa de disponer al menos una membrana microporosa en el retenedor microporoso. Preferentemente, la
membrana microporosa esta formada de celulosa (regenerada), poliamida, poliéster, polipropileno (PP) o
politetrafluoroetileno (PTFE, Teflon®).

Adicionalmente, la presente invencion se refiere a un elemento microporoso que puede obtenerse de acuerdo con
un procedimiento de la invencién como se ha descrito anteriormente. Preferentemente, el elemento microporoso de
acuerdo con la presente invencion esta en forma de un disco, rejilla, membrana con tejido de soporte, membrana
con caracteristicas de tejido o de no tejido, red, placa, barra o cono truncado.

La presente invencion se refiere a un elemento de filtro que comprende el elemento microporoso descrito
anteriormente.

El retenedor microporoso en el elemento de filtro de acuerdo con la presente invencion contiene en sus poros el
polimero de tal manera que los poros tienen espacios libres residuales que forman canales que permiten el flujo de
un fluido a través del elemento de filtro.

En una realizacion particularmente preferida del elemento de filtro de acuerdo con la presente invencién el diametro
medio de las microparticulas es menor del 50 % del diametro medio de los poros.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a un elemento de filtro de multiples canales, que comprende una
pluralidad de elementos de filtro de acuerdo con la presente invencion. Esta realizacion es particularmente adecuada
para una alta capacidad de seleccion de muestras y puede emplearse, por ejemplo, para analisis forense,
preparacion de acido nucleico con alta capacidad de produccion, preparacion de muestras para aplicacion en
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diagndstico o aplicacion en seleccion de farmacos, que normalmente requiere el analisis de muchas muestras.

Un kit de acuerdo con la presente invencion puede contener adicionalmente compuestos y/o dispositivos que son
adecuados, por ejemplo, para la preparacion o purificaciéon de biomoléculas tales como proteinas, péptidos, acidos
nucleicos, oligonucledtidos, polisacéridos o derivados de los mismos. También, por ejemplo, dispositivos tales como
jeringas o agujas huecas pueden estar comprendidos en el kit de la invencién.

La presente invencion proporciona también el uso de un elemento de filtro descrito en la misma para cualquier clase
de microfiltracidon, separacion soélido-liquido, aclaramiento de soluciones, recogida de células pro- y eucariotas,
retirada y purificacion de fragmentos y residuos celulares, inmovilizacion de fragmentos, virus y plasmidos,
adsorcion/inmovilizacion de proteinas, polipéptidos, acidos nucleicos, oligonucleétidos o como un retenedor para
material granular, como se usa en cromatografia de afinidad, inmunocromatografia, para estudios de unién, el
aislamiento de complejos de unién multicomponente, para la seleccidon de muestras o para evitar la dislocacion de
microparticulas. Adicionalmente, los elementos de filtro de la invencién pueden usarse, por ejemplo, como
elementos de filtro para reducir la emisién y/o presencia de sustancias indeseadas tales como sustancias olorosas y
téxicas. Para este fin, los elementos de filtro de la invencién comprenden sustancias adsorbentes adecuadas tales
como el carbdn vegetal contenido, por ejemplo, en las microparticulas. Adicionalmente, los elementos de filtro de la
invencién pueden usarse en la preparacion de polimeros de injerto de almidén. Estos productos que tienen una
estructura basica de almidén y una red lateral de un mondmero sintético se injertan de acuerdo con el principio del
mecanismo de cadena de radicales. Los polimeros de injerto de almidon disponibles hoy en dia estan caracterizados
por una unién mejorada y una capacidad de retencién de hasta 1000 g de agua por g de almidén a una alta
viscosidad. En los ultimos afios, estos superabsorbentes se han usado principalmente en el campo higiénico, por
ejemplo en productos tales como pafiales y ldminas, asi como en el sector agricola, por ejemplo en granulos de
semillas.

En una realizacién particularmente preferida del uso de la invencion el elemento microporoso o de filtro se usa para
la preparacion y/o deteccién de compuestos que comprenden acidos nucleicos, proteinas, compuestos organicos o
derivados 0 analogos de los mismos tales peptidomiméticos o PNA. Dicho compuesto puede obtenerse de fuentes
naturales o no naturales. Las fuentes naturales comprenden organismos, es decir, células y tejidos de tales
organismos asi como muestras obtenidas del entorno natural. Las fuentes no naturales incluyen productos
enzimaticos generados in vitro y sintetizados quimicamente. Es evidente directamente para el experto en la materia
que los elementos microporosos y de filtro de la presente invencion son adecuados para el aislamiento, purificacion
y/o deteccién de cualquier compuesto deseado derivado, por ejemplo, de una célula incluyendo ADN, ARN,
proteinas y otros compuestos celulares. Adicionalmente, es posible aislar e identificar agregados y complejos de
tales compuestos. Aparte, se prevé el aislamiento y purificacién de tales compuestos de fuentes naturales, por
ejemplo, de muestras de una célula, fluidos corporales, agua, aire y tierra para emplear los elementos microporosos
y de filtro de la invencion para la purificacion de compuestos producidos sintéticamente.

El uso adicional de los elementos de filtro de la presente invencién comprende el uso en ensayos o deteccién de
parejas de unién especificas. Para este fin, al menos un agente que se supone capaz de unirse a al menos una
pareja de unién esta comprendido en el elemento microporoso usado en la invencién o, por ejemplo, esta unido a las
microparticulas. El elemento microporoso en solitario o en cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente se
pone en contacto entonces con una muestra que se sospecha que contiene al menos una pareja de unioén para el
agente. Las parejas de union especificas pueden liberarse entonces del elemento microporoso y detectarse por
procedimientos conocidos por los expertos en la materia. De esta manera, los elementos de filtro de la presente
invencién pueden usarse para el aislamiento y/o deteccién de, por ejemplo, receptores unidos a sus ligandos y para
la preparacion de las denominadas "trampas de ligando". Adicionalmente, una vez que un complejo o, por ejemplo,
un complejo de receptor y ligando queda atrapado en el elemento microporoso usado en la presente invencion, una
muestra adicional de compuesto puede ponerse en contacto con dicho elemento microporoso para identificar
compuestos que interfieren con la unién de dicho receptor y su ligando. Dicho compuesto puede usarse como
antagonista o agonista de una de las parejas de unién dependiendo de la accién que dicho compuesto presente in
vivo. Adicionalmente, los elementos de filtro de la presente invencién pueden usarse para la seleccién farmacéutica
de ligandos de bajo peso molecular en ultrafiltrados que sean capaces de formar complejos especificos con acidos
nucleicos o proteinas tales como proteinas de receptor recombinante aplicando, preferentemente, la placa de filtro
multicanal multicolumna de la invencion para la retirada de ligandos libres y para la transferencia del ligando
complejado a una matriz de membrana fijada o placa diana para el analisis adicional por técnicas analiticas
conocidas, tales como espectrometria de masas, incluyendo la técnica MALDI. Puesto que los ensayos que usan los
elementos de filtro de la presente invencion puede realizarse a bajo coste y con alta capacidad de produccion, se
espera adicionalmente que los elementos microporosos y de filtro de la presente invencién puedan sustituir a
dispositivos tales como los de electroforesis en gel de acidos nucleicos y proteinas o sistemas para la deteccién de
parejas de unién especificas, tales como un sistema de dos hibridos.

De esta manera, los elementos de filtro de la presente invencion pueden usarse también para la seleccion de alta
capacidad de produccién de acido nucleico combinatorio o bibliotecas de péptidos o, por ejemplo, para el uso de
PCR en fase sélida.

El procedimiento para producir un elemento de filiro de acuerdo con la presente invencion puede realizarse en
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combinacién de una cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente. Por ejemplo, generando un elemento
microporoso dentro de una abertura de un soporte sélido impermeable a la humedad, que comprende las etapas de
aplicar una fase liquida a la abertura de manera que se forma una capa liquida autosostenida sobre la seccion
transversal de la abertura; y provocando la solidificacion en forma esponjosa de al menos parte de la fase liquida.
Por consiguiente, el elemento microporoso se genera in situ a partir de un precursor liquido. El precursor liquido
rapidamente toma una forma que coincide con la forma de la abertura en el soporte. Cualquier imperfeccion, tal
como rebabas, etc., de la abertura se compensa de esta manera. Tras la solidificacion, se obtiene un elemento
microporoso, que se ajusta sin huelgo en la abertura del soporte y tiene un contacto circunferencial completo con las
paredes del mismo.

Preferentemente, el soporte se forma de un plastico tal como polipropileno, polietileno, copolimero de
propileno/etileno, acetato de polivinilo, poliamida, poliestireno, polietilentereftalato, poliéter etercetona (PEEK),
policarbonato, polietilen vinilacetato, poliéster, poliimida, o mezclas de los mismos. Se incluyen también materiales
compuestos de plastico con fibras o estructuras de vidrio, diéxido de silicio, carbono o ceramica.

El soporte tiene la forma de un tubo, preferentemente con una seccidn transversal circular y el elemento microporoso
normalmente se genera en o cerca de un borde del tubo. Para facilitar la aplicacion de muestras y para la
acomodacion de volumenes de muestra mayores, preferentemente al menos una seccion del tubo es de forma
conica, teniendo un extremo de la seccidn terminal mas pequefio y mas grande, con el elemento microporoso
generado en o cerca del extremo de la seccion transversal mas pequefa. Por ejemplo, el soporte es una punta de
pipeta tal como la usada habitualmente con pipetas Eppendorf. Para evitar la disociacién, tal como el deslizamiento
del elemento microporoso formado, el tubo puede tener una superficie interna estructurada tal como una superficie
con anillos o surcos.

Se prevé también disponer una pluralidad de soportes, por ejemplo hasta varios cientos, en alineacion paralela para
formar un elemento de filtro de multiples canales. El elemento de filtro de multiples canales permitira que una
muestra biolégica se ensaye simultaneamente contra cientos de reactivos. Como alternativa, el soporte puede
comprender una pluralidad de aberturas, por ejemplo en forma de perforaciones paralelas o perforaciones ahusadas.
Cuando el elemento de multiples canales se va a evaluar 6pticamente, es conveniente incluir un agente opacificante,
tal como negro de humo, en el material de soporte para evitar interferencias de los canales vecinos.

Hay varias posibilidades de aplicar la fase liquida a la abertura del soporte. Los diversos procedimientos se
ejemplificaran con referencia a un soporte tubular pero no se limitan a este. Como la fase liquida en general es una
solucidn, los términos "fase liquida" y "solucion" se usaran de forma intercambiable a menos que se requiera de otra
manera por el contexto. Convenientemente, la aplicacién de la solucion a la abertura se consigue permitiendo que la
solucion ascienda en el tubo por accion capilar. El soporte, por ejemplo un tubo, se sumerge en la solucion y se
levanta de nuevo. Debido a la tension superficial de la solucion, una capa de liquido permanecera en la abertura
sobre la seccion transversal de la abertura. Por ejemplo, si la viscosidad de la solucion es demasiado alta, pueden
adoptarse diferentes procedimientos para aplicar la solucién a la abertura. La fuerza ascendente de la solucion
puede potenciarse sellando temporalmente el extremo distante del tubo, calentando ligeramente el tubo,
sumergiendo después el tubo con su extremo libre en la solucién y permitiendo que el tubo se enfrie a temperatura
ambiente, con lo que la solucién se dirige al tubo por la contraccion del volumen de aire encerrado. Como
alternativa, la solucion puede introducirse desde el extremo distante del tubo y puede llevarse a su posicion final por
centrifugacion. Preferentemente, el extremo en o cerca del cual el elemento microporoso se va a formar se sella con
un tapén o presionandolo contra una placa elastica. El tapon o la placa elastica preferentemente tienen microsurcos
0 microporos para permitir que el aire encerrado escape. Después, la disposicion se somete a centrifugacion durante
la cual la solucién migra al extremo del tubo donde se retiene al menos parcialmente por el tapén o la placa elastica.
El tapén o la placa elastica pueden retirarse antes o después de la solidificacion, en particular antes de la
solidificacion de la solucién o de una parte de la solucion.

El profesional habilitado a menudo se enfrenta al problema de que las muestras acuosas que se introducen en
recipientes fabricados de material hidréfobo tienden a adherirse a la pared en gotas en lugar de fluir hacia abajo y
recogerse en el fondo. Para evitar estos fendmenos, la pared interna de un tubo que actia como soporte para un
elemento de filtro de acuerdo con la invencion, esta revestido de un revestimiento hidréfilo. El revestimiento hidréfilo
evitara que las muestras acuosas se adhieran a la pared del tubo de soporte. Asimismo, no hay una pérdida por
adsorcion de biopolimeros debido a la adsorcién a la pared del soporte. El borde del tubo cerca del elemento
microporoso preferentemente se mantiene libre del revestimiento hidréfilo. Esto evitara que los liquidos de muestra
que salen del borde del tubo cerca del elemento microporoso fluyan hacia los elementos de filtro adyacentes,
especialmente en la realizacion de la presente invenciéon donde una pluralidad de elementos de filtro esta dispuesta
para formar un elemento de filtro de multiples canales.

El revestimiento hidrofilo se preparara convenientemente aplicando una solucién de uno o mas ésteres de polivinilo
en un disolvente organico a la pared interna del tubo, permitiendo que el disolvente organico se evapore y
opcionalmente hidrolizando parcialmente la capa resultante de éster de polivinilo en la superficie del mismo. Los
ésteres de polivinilo adecuados incluyen acetato de polivinilo (un peso molecular de aproximadamente 500000
generalmente es adecuado), propionato de polivinilo y estearato de polivinilo.
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La hidrdlisis parcial de la capa de éster de polivinilo se realiza poniendo en contacto la capa de éster de polivinilo
con una solucién acuosa alcalina, tal como hidréxido sédico. El borde del tubo cerca del elemento microporoso
puede mantenerse libre de revestimiento hidréfilo aplicando la solucion de éster de polivinilo solo a una parte de la
pared interna del tubo, por ejemplo sumergiendo parcialmente el tubo en la solucién de éster de polivinilo. Después
de la hidrdlisis, el elemento microporoso puede generarse en o cerca del borde del tubo, que no se ha puesto en
contacto con la solucién de éster de polivinilo. Como alternativa, toda la pared interna del tubo puede revestirse con
éster de polivinilo pero solo parte del mismo se hidroliza.

Como alternativa, el revestimiento hidréfilo puede generarse usando un polipropilenglicol de alto peso molecular, que
por ejemplo tiene un peso molecular de 4000 o mayor. Tales polipropilenglicoles muestran una solubilidad de
moderada a buena en agua fria y, sin embargo, una mala solubilidad en agua caliente. Por consiguiente, una
solucion acuosa fria de polipropilenglicol, por ejemplo de 0 °C a 4 °C podria introducirse en el tubo y posteriormente
la temperatura se eleva, por ejemplo a aproximadamente 20 °C. El polipropilenglicol que sale de la solucion muestra
una gran afinidad por la pared interna del tubo y se deposita en la misma como una capa fina. El exceso de solucion
de polipropilenglicol se retira entonces. La reticulacion quimica adicional puede ser ventajosa en algunos casos.

Empleando el procedimiento o procedimientos de acuerdo con la presente invencién, pueden producirse elementos
de filtro que tienen una abertura de un diametro de 0,02 mm a 4 mm, en particular de 0,2 a 2,0 mm.

El procedimiento de la presente invencion para producir elementos de filtro de la invencion puede comprender las
etapas de proporcionar una suspension liquida de microparticulas; aplicar la suspension liquida a al menos un
retenedor microporoso; y provocar la solidificacién en forma esponjosa de al menos parte de la suspension.

Las microparticulas pueden unirse juntas entre si y pueden unirse a al menos un retenedor microporoso
manteniendo la microporosidad.

El procedimiento de acuerdo con la presente invencién para producir un elemento de filtro generando un elemento
microporoso puede comprender la etapas de proporcionar una solucién de resina sintética o semisintética en un
disolvente, incluyendo microparticulas suspendidas en su interior; aplicar la solucion a al menos un retenedor
microporoso; y provocar que un antidisolvente se difunda dentro de la capa, antidisolvente que es miscible con el
disolvente, con lo que la resina sintética precipita formando el elemento microporoso.

Preferentemente, la resina se selecciona de entre el grupo que consiste en ésteres de polivinilo, ésteres de polivinilo
parcialmente desacilados, derivados de celulosa, poliamidas y mezclas de los mismos. Entre los ésteres de polivinilo
pueden mencionarse acetato de polivinilo, propionato de polivinilo, estearato de polivinilo y éster del &cido
polivinilcinnamico; entre los derivados de celulosa, nitrocelulosa y propionato de celulosa. Una poliamida adecuada
es Nylon 6/6.

En ciertos casos, la resina preferentemente comprende segmentos tanto hidréfilos como hidréfobos dentro de sus
moléculas. Las resinas adecuadas incluyen poli(alcohol vinilico-co-etileno), poli(alcohol vinilico-co-vinilacetato),
copolimero de etileno y acido acrilico, copolimero de etileno y éster acrilico, copolimero de etileno y acrilamida,
copolimero de acido acrilico y vinilacetato, copolimero de acrilamida y acetato de vinilo, copolimero de monoamida
de diamina de acido acrilico con acetato de vinilo, poli(alcohol vinilico-co-estireno), copolimero de acrilamida y éster
acrilico y mezclas de los mismos. Especificamente, son utiles los copolimeros de acrilamida con acrilato de hexilo,
acrilato de propilo o acrilato de dodecilo.

Preferentemente el disolvente se selecciona entre dimetilsulféxido, dimetilformamida, dimetilacetamida, formamida,
acido férmico, acido acético, 2,2,2-ticloroetanol y mezclas de los mismos.

Preferentemente el antidisolvente se selecciona entre agua, alcoholes que tienen de 1 a 4 atomos de carbono,
amoniaco, acetato de etilo, acetona, etilendiamina y mezclas de los mismos. El antidisolvente puede ser liquido o
gaseoso.

Los diversos procedimientos para provocar que el antidisolvente se difunda en la capa liquida de la solucién de
resina se ejemplificaran con referencia a un soporte que tiene la forma de un tubo, pero que no se limitan a esto. Un
antidisolvente liquido puede ponerse en contacto con la capa liquida de solucion de resina desde uno o ambos lados
de la misma, por ejemplo sumergiendo el extremo del tubo en el que la capa de la solucidn de resina esté situada en
un antidisolvente liquido. Adicionalmente o como alternativa, puede introducirse un antidisolvente desde el extremo
distal del tubo. Si se va a usar un antidisolvente gaseoso, la disposicion de soporte con la capa de solucion de resina
se situa dentro de una atmoésfera que esta saturada o casi saturada con los vapores del antidisolvente. La
precipitacion puede conseguirse también en dos etapas sucesivas aplicando en primer lugar un antidisolvente
gaseoso y, después de la solidificacién parcial, aplicando posteriormente un antidisolvente liquido.

Las superficies planas superior e inferior del elemento microporoso se obtienen cuando la concentracion final del
antidisolvente en la solucion de resina durante la precipitacion sube por encima del 50 % en peso. Una superficie
superior plana permite un rendimiento de filtracién mas uniforme del elemento de filtro. Una superficie inferior plana
proporciona un contacto uniforme, por ejemplo, con las membranas de transferencia sobre las que se va a transferir
un material adsorbido.
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Las combinaciones tipicas de resina/disolvente/antidisolvente, por ejemplo, son una de poli(alcohol vinilico-co-
etileno), nitrocelulosa, propionato de celulosa, o acetato de polivinilo como la resina, dimetilsulféxido como el
disolvente y agua como el antidisolvente; o poliamidas (como Nylon 6,6) como la resina, 2,2,2-ticloroetanol como el
disolvente y acetona como el antidisolvente.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna se cree que al generar el elemento microporoso de acuerdo con la esta
primera realizacion de la presente invencion estan implicados los siguientes mecanismos:

Cuando el antidisolvente se difunde en la capa de solucion de resina, la solubilidad de la resina disminuye
gradualmente. A medida que se alcanza el limite de solubilidad la resina empieza a precipitar en la soluciéon en
puntos individuales. La precipitacion de la resina transcurre en los puntos de precipitacion inicial. Finalmente, el
disolvente/antidisolvente se encierra en grandes enclaves interconectados en una matriz sélida de resina. Los
enclaves interconectados forman los canales permeables a liquidos del elemento microporoso final. Si se usa una
resina sintética que comprende segmentos tanto hidréfilos como hidrofobos, los segmentos hidréfobos se veran
forzados unos hacia otros y se pondran en contacto entre si a medida que aumenta la concentracion del
antidisolvente en la solucién de resina. Habra interacciones entre los segmentos hidréfobos de cadenas de
moléculas vecinas, que daran como resultado la formacién de una estructura béasica hidréfoba cristalina de la resina
precipitada. Los segmentos hidréfobos se orientardn hacia los enclaves cargados con disolvente/antidisolvente. Por
consiguiente, se obtiene un elemento microporoso donde los canales permeables a liquidos son predominantemente
hidréfilos. Esto proporciona el beneficio de biocompatibilidad. El término "biocompatibilidad" significa que se
mantiene la estructura tridimensional de los biopolimeros, por ejemplo, proteinas. Las fuerzas de la interfase son
menos destructivas cuando la superficie del polimero es rica en grupos hidroxilo, amida o éter.

Para modificar las propiedades de adsorcion del elemento microporoso, la solucién de la resina sintética comprende
adicionalmente microparticulas sélidas. Las microparticulas pueden estar compuestas de diéxido de silicio, gel de
silice, 6xido de aluminio, diéxido de titanio, éxido de zirconio, vidrio, carbono o grafito. También, las microparticulas
pueden estar compuestas de material inorganico, tal como fosfato de calcio, fosfato de cinc o similares. Otro tipo de
microparticulas granulares consiste en un nucleo inorganico tal como gel de silice microporoso con una microcapa
de polimero organico. Los poros y la superficie del grano pueden modificarse de una manera que se restrinja la
penetracion de las macromoléculas en los poros ("material de acceso restringido"). También, las microparticulas
pueden consistir en un material organico tal como resina curada en polvo o polisacaridos altamente reticulados que
estan disponibles con el nombre comercial Superdex, sin embargo, ha de tenerse cuidado al seleccionar un material
organico puesto que no debe ser soluble en el disolvente usado. Las microparticulas pueden ser no porosas o
porosas, aunque preferentemente son porosas con un tamafio de poro preferido en el intervalo de 1 nm a 500 nm.
Generalmente, las microparticulas tienen un tamafio de 5 nm a 500 pum, en particular de 0,5 um a 30 pm, sin
embargo las microparticulas porosas preferentemente tienen un tamafio de 1 um o mayor, mientras que las
microparticulas preferentemente tienen un tamafio de 1 um o menor. Las microparticulas pueden pretratarse, por
ejemplo derivatizarse, de manera que las propiedades adsorbentes de las mismas satisfagan requisitos especificos.
Es util cualquier clase de particulas adsorbentes disponibles en el mercado como las que se usan para extracciéon en
fase solida o cromatografia, tal como cromatografia de afinidad con proteinas, anticuerpos, péptidos, carbohidratos,
acidos nucleicos o para cromatografia de intercambio de iones, inmunocromatografia, cromatografia de interaccion
hidréfoba, cromatografia de quelacion y cromatografia en fase inversa. Los materiales adecuados para
cromatografia liquida de alto rendimiento son especialmente utiles. Por ejemplo, proteinas tales como anticuerpos
especificos, lecitinas, avidina, proteinas receptoras, enzimas, péptidos sintéticos, acidos nucleicos u oligonucleotidos
pueden fijarse a las microparticulas covalentemente o mediante engarces. Las particulas adsorbentes tienen una
forma granular, por ejemplo esférica, y/o con superficies irregulares, aunque no necesariamente son fibrilares.

En el elemento de filtro que contiene microparticulas final, las superficies externa o interna de las microparticulas
encerradas son accesibles a una muestra liquida aplicada, y puede tener lugar la adsorcién/inmovilizacién de los
analitos contenidos en la muestra liquida.

Adicionalmente, el procedimiento de la presente invencion para producir un elemento de filtro generando un
elemento microporoso puede comprender las etapas de proporcionar una solucién acuosa de un hidrocoloide, que
comprende microparticulas suspendidas en su interior; aplicar la solucién a al menos un retenedor microporoso;
provocar que la solucién de hidrocoloide solidifique; y opcionalmente, una o ambas de desecacion y reticulacion de
la solucion de hidrocoloide solidificada.

Preferentemente, el hidrocoloide se selecciona entre agarosa de bajo punto de fusién, almidén, alcohol polivinilico y
mezclas de los mismos. La solucién acuosa de hidrocoloide contiene preferentemente del 1 al 10 % en peso, en
particular del 2 al 5 % de la solucién de hidrocoloide. Cuando se usa alcohol polivinilico como el hidrocoloide, en
ocasiones es ventajosa la adicion de hasta el 0,2 % en peso de la solucién de tetraborato sédico o hasta el 50 % en
peso de la solucion de dimetilsulféxido.

Estos hidrocoloides son poco solubles en agua fria, sin embargo se dispersan o disuelven con calentamiento.
Preferentemente, se aplica una solucién de hidrocoloide a la abertura del soporte. Tras la refrigeracion, la solucion
de hidrocoloide solidifica.
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En una alternativa, la solucién de hidrocoloide solidificada se deseca posteriormente. La desecacion puede
acelerarse calentando la disposicion a una temperatura de aproximadamente 40 °C. Como alternativa, en particular
cuando se usa un material sensible al calor, la desecacion puede conseguirse poniendo la disposicion en una
camara cerrada sobre un agente desecante tal como pentdxido de fésforo. El contenido de humedad final
preferentemente es menor de 100 Pa de presion parcial de vapor de agua.

Tras la desecacion, la capa solidificada de solucion hidrocoloide se contrae. En ausencia de las microparticulas
mencionadas anteriormente, la capa solidificada de solucién de hidrocoloide se contraeria con el efecto de que no
podria obtenerse un elemento de filiro. De acuerdo con la invencion, se proporcionan microparticulas en la solucion
acuosa de hidrocoloide que actuan como agente formador de poros durante la desecacion. Por consiguiente, se
forma una pluralidad de grietas microscopicas entre las microparticulas tras la desecacion. También, las
microparticulas actian para controlar o modificar las propiedades de adsorcion de la capa obtenida de esta manera.
Las grietas microscoépicas actian como los canales permeables a liquido del elemento microporoso final. En general
sera util una proporcion del 5 al 50 %, calculada en peso de la solucién de hidrocoloide de microparticulas.

La capa obtenida de hidrocoloide solidificado puede someterse a reticulacién en lugar de o después de la
desecacién. Para este fin el elemento microporoso se trata con agentes de reticulacion, por ejemplo acido bédrico,
tetraborato sddico, oxicloruro de fésforo, epiclorhidrina o bisoxiranos, tales como 1,4-butanodiol diglicidil éter. El
alcohol polivinilico puede reticularse con tetraborato sédico por aplicacion de un pH alcalino para la gelificacion.
Tanto la desecacion como la reticulacion tienen el efecto de aumentar la estabilidad mecanica y la resistencia a
disolventes del elemento microporoso final.

En un procedimiento preferido, una solucién de hidrocoloide acuosa, en particular una solucién acuosa de agarosa
de bajo punto de fusién, que comprende microparticulas sélidas suspendidas en su interior se aplica a un retenedor
microporoso, después se hace permear un antidisolvente de distribucién en canal a través de la capa de liquido
mientras se retiene la capa mediante una herramienta de retencidon, como se explica con detalle mas adelante,
después la herramienta de retencién se retira y se hace que la solucidon de hidrocoloide solidifique. Finalmente, la
capa de hidrocoloide solidificada se somete preferentemente a reticulacion.

Las microparticulas utiles son aquellas analizadas anteriormente en relacidon con la primera realizacion de la
invencién. Adicionalmente, pueden mencionarse microparticulas revestidas con dextrano tales como carbén vegetal
revestido con dextrano, poli(estireno-divinilbenceno) revestido con dextrano o estructuras biolégicas adsorbidas a un
soporte poroso, tales como ribosomas, nucleosomas, cromosomas, sinaptosomas, fagos, plasmidos, todos
preadsorbidos a perlas de soporte porosas o no porosas. Las microparticulas preferentemente tienen un tamafo de
0,5 um a 500 pm.

Ademas, el procedimiento de la presente invencion para producir un elemento de filtro generando un elemento
microporoso puede comprender las etapas de proporcionar una solucion de un mondémero o una mezcla de
monodmeros en un disolvente, que opcionalmente comprende mondmeros de reticulacion; aplicar la solucion a al
menos un retenedor microporoso y provocar que el monémero o monémeros polimericen.

Preferentemente, los mondmeros son mondmeros etilénicamente insaturados tales como acetato de vinilo u otros
ésteres de vinilo y acido acrilico y sus derivados. Los derivados de acido acrilico preferidos incluyen amidas de acido
acrilico tales como acrilamida, N,N-dimetilacrilamida, monoamida de diamina de acido acrilico; ésteres acrilicos tales
como acrilato de butilo, acrilato de dodecilo, acrilato de octadecilo, acrilato de vinilo, acrilato de 2,3-epoxipropilo,
acrilato de dietilaminoetilo, acrilato de 2-dimetilaminoetilo y acrilato de 3-sulfopropilo.

Los monémeros de reticulacién son monémeros que tienen dos o mas sitios de instauracion etilénica. Un mondmero
de reticulacion preferido es N,N’-metilenbis(acrilamida). La presencia de mondmeros de reticulacion aumenta la
estabilidad mecanica y resistencia a disolventes del elemento microporoso final.

Como un disolvente son utiles agua, dimetilsulfoxido, dimetilformamida, dimetilacetamida, formamida, acido férmico,
acido acético, 2,2,2-ticloroetanol o mezclas de los mismos, dependiendo de la naturaleza del mondmero o
mondémeros usados.

En un procedimiento preferido, una solucion acuosa de acido acrilico o sus derivados, preferentemente junto con
monomeros de reticulacion, que comprende microparticulas sdlidas, suspendidas en su interior se aplica a un
retenedor microporoso, después un antidisolvente de distribucion en canal se hace permear a través de la capa de
liguido mientras que se retiene la capa mediante una herramienta de retencion como se explica con detalle mas
adelante, después la herramienta de retencion se retira y se hace que el acido acrilico (o derivados) polimerice.

En general, una proporcion del 1 al 10 % en peso de monémero o mondémeros de reticulacion, por ejemplo N-N’-
metilenbis(acrilamida), calculada sobre el monémero total, es util.

También es Gtil una mezcla de mondmero o mondmeros hidréfilos e hidréfobos. En este caso, habra interacciones
entre las unidades polimerizadas de los monémeros hidréfobos de las cadenas de molécula creciente, que dan
como resultado la formacién de una estructura basica hidréfoba y cristalina del polimero formado. Las unidades de
los monédmeros hidrofilos se orientaran hacia los enclaves cargados con el disolvente. Por consiguiente, se obtiene
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un elemento microporoso donde los canales permeables a liquido son predominantemente hidréfilos.

En ocasiones el mondémero o mezcla de monémeros es soluble en el disolvente, mientras que el polimero en
crecimiento se hace cada vez mas insoluble en el disolvente seleccionado y finalmente precipita en la solucion. Una
mezcla de disolventes puede ser Util en algunos casos. Puede hacerse que un antidisolvente se difunda dentro de la
capa de solucién de polimero después de la polimerizacién, para hacer precipitar el polimero formado o completar la
precipitacion del polimero formado. También, un liquido porégeno, tal como n-dodecanol u éxido de polipropileno,
puede estar presente durante la polimerizacion, la polimerizacion puede dar como resultado también que un gel de
polimero se hinche con el disolvente usado.

La polimerizacion de los mondmeros etilénicamente insaturados generalmente se efectua bajo la influencia de
radicales libres. Los radicales libres se generan a partir de los iniciadores descomponibles técnicamente habituales o
de una combinacién de iniciador por radicales libres y agente reductor. Normalmente, el iniciador se afiade a la
solucion del monémero. La concentracién del iniciador se usa para proporcionar una vida util suficiente para
aplicacion de la solucion del mondmero al retenedor microporoso. Una combinaciéon de N,N’-tetrametiletilendiamina y
un persulfato se prefiere especialmente como iniciador. Como alternativa, se usa una solucién acuosa de iniciador o
iniciador/agente reductor que se pone en contacto por uno o ambos lados de la capa liquida de la solucion de
monodmero. También se usan fotoiniciadores tales como riboflavina para iniciar la polimerizacion.

En lugar de mondmeros etilénicamente insaturados, puede usarse un monémero o mezcla de mondmeros que son
capaces de experimentar poliadicion o policondensaciéon. Entre los mondmeros Utiles hay una combinaciéon de
diaminas con poliepdxidos, tales como una combinaciéon de etilendiamina con 1,4-butanodiol diglidicil éter. Los
ejemplos adicionales incluyen diamina de éxido de polipropileno y 1,4-butanodiol, cada uno con 1,4-butanodiol
diglidicil éter.

Esta realizacién implica el beneficio de una menor viscosidad de la solucién de monémero en comparaciéon con una
solucion de un polimero de los mismos mondmeros a una concentracién correspondiente. La menor viscosidad
facilita la aplicacion de la solucion al retenedor microporoso.

Para modificar las propiedades de adsorcion del elemento microporoso, la solucion de mondémero puede
comprender adicionalmente microparticulas sdlidas. Las microparticulas que son dutiles se han analizado
anteriormente.

Cuando se usan microparticulas, en ocasiones es ventajoso hacer permear la capa de liquido que contiene
microparticulas con un disolvente de distribucién en canal para desplazar la solucion de hidrocoloide, solucién de
resina o solucion de mondmero en exceso, respectivamente. El antidisolvente de distribucion en canal no debe ser
miscible con los disolventes usados. La permeacion puede efectuarse presionando o empujando el antidisolvente de
distribucién en canal a través de la capa que contiene microparticulas mientras se retiene la capa mediante una
herramienta de retencién que consiste en un filtro microporoso. La solucion de hidrocoloide, solucion de resina o la
solucion de mondmero, respectivamente, se desplazan desde los intersticios mas grandes entre las microparticulas
y se acumula en los puntos de contacto de las microparticulas. El antidisolvente de distribuciéon en canal mantiene
los intersticios libres, produciendo de esta manera canales. La herramienta de retencion se retira antes o después de
la solidificacién del hidrocoloide o polimerizacién del monémero o monémeros o precipitacion de la resina. Tras la
solidificacion/polimerizacién/precipitacion, las microparticulas se unen entre si en sus puntos de contacto. El
antidisolvente de distribucion en canal se retira por lavado con un liquido adecuado. Como el antidisolvente de
distribucién en canal se prefiere aceite de silicona.

También son posibles combinaciones de dos o mas de las realizaciones analizadas anteriormente. Por ejemplo, una
capa que contiene microparticulas podria prepararse de acuerdo con una realizaciéon e impregnarse posteriormente
con una solucion de resina, en la que la resina se hace precipitar de acuerdo con otra realizacion.

En este contexto, los diversos procedimientos de acuerdo con las realizaciones analizadas anteriormente pueden
comprender también la etapa de disponer al menos una membrana microporosa en el retenedor microporoso, en el
que la membrana microporosa se forma preferentemente de celulosa (regenerada), poliamida, poliéster,
polipropileno (PPO), politetrafluoroetileno (PTFE).

En las diversas realizaciones de la invencién, esta implicada la manipulaciéon de volimenes muy pequefios de
liqguido. La evaporacion indeseada de disolventes antes de la solidificacién puede evitarse cuando todas las
operaciones se realizan en sistemas cerrados con una atmésfera saturada de disolvente. Preferentemente, la
temperatura se controla con precision.

La invencidn se refiere adicionalmente a un elemento de filtro, como se define en las reivindicaciones adjuntas, que
puede obtenerse mediante las diversas realizaciones analizadas anteriormente y que comprende al menos un
elemento microporoso que incluye al menos un retenedor microporoso y un polimero en forma esponjosa que
embebe las microparticulas y que esta unido a al menos un retenedor microporoso.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, el retenedor microporoso, que comprende
preferentemente particulas sélidas conectadas entre si y que preferentemente esta en forma de un disco, rejilla,
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membrana de poros grandes, membrana con tejido de soporte, membrana con caracteristicas de tejido o no tejido,
red, placa, barra y/o cono truncado (cuando esta en forma de una membrana, el retenedor microporoso puede
comprender microparticulas conectadas entre si), esta formado de polietileno (PE), polipropileno (PP), copolimero
de propileno/etileno, acetato de polivinilo, poliamida, poliestireno, polietilentereftalato (PET), poliéter etercetona
(PPEK), policarbonato, poli(alcohol vinilico-co-etileno), poliéster, poliamida, vidrio, ceramica, cuarzo, silicio, nitruro de
silicio o mezclas de los mismos, acero inoxidable o materiales compuestos de los mismos con fibras o estructuras de
vidrio, diéxido de silicio, carbono o ceramica.

De acuerdo con la presente invencion, el polimero se fija a al menos una parte de la superficie externa del retenedor
microporoso. Adicionalmente o como alternativa, el retenedor microporoso puede contener en sus poros el polimero
de tal manera que los poros tengan espacios libres residuales que forman canales, permitiendo el flujo de un fluido a
través del elemento de filtro. En este caso, el diametro medio de las microparticulas preferentemente es menor del
50 % del diametro medio de los poros.

De acuerdo con una realizacidon particularmente inventiva de la presente invencién, al menos una membrana
microporosa esta dispuesta en el retenedor microporoso, estando la membrana microporosa formada
preferentemente de celulosa (regenerada), poliamida, poliéster, polipropileno (PP) o PTFE.

La invencion se refiere también a una realizacién de acuerdo con la cual el polimero comprende una resina. Esta
resina puede seleccionarse de entre el grupo que consiste en ésteres de polivinilo, ésteres de polivinilo parcialmente
desacilados, derivados de celulosa, poliamidas y mezclas de los mismos; o del grupo que consiste en poli(alcohol
vinilico-co-etileno), copolimero de etileno y acido acrilico, copolimero de etileno y éster acrilico, copolimero de
acrilamida y acetato de vinilo, copolimero de monoamida de diamina de acido acrilico con acetato de vinilo,
poli(alcohol vinilico-co-estireno), copolimero de acrilamida y éster acrilico y mezclas de los mismos.

Como alternativa, el polimero puede comprender una solucién de hidrocoloide solidificada, opcionalmente desecada
o reticulada, en la que el hidrocoloide se selecciona preferentemente de entre el grupo que consiste en agarosa de
bajo punto de fusién, almidon, alcohol polivinilico y mezclas de los mismos.

Como alternativa, el polimero puede comprender el producto de polimerizacion de un mondémero seleccionado de
entre el grupo que consiste en ésteres de vinilo, acido acrilico y sus derivados; o el producto de polimerizacion de
una diamina y un diepodxido.

De acuerdo con la presente invencion, el elemento microporoso esta dispuesto en un miembro de soporte que
puede tener la forma de un tubo. En este contexto, al menos una seccién del tubo puede ser de forma codnica,
teniendo un extremo de la seccion transversal mas pequefio y uno mas grande, y el elemento microporoso puede
estar localizado en o cerca del extremo de la seccion transversal mas pequefio.

De acuerdo con una realizacion ventajosa de la presente invencion, las superficies externa e interna del retenedor
microporoso estan revestidas de un revestimiento hidrdfilo.

La pared interna del tubo revestida de un revestimiento hidroéfilo, en la que esto puede ser oportuno para mantener el
borde del tubo cerca del elemento microporoso libre de revestimiento hidrofilo.

De acuerdo con diversas realizaciones particularmente inventivas de la presente invencion, el elemento microporoso
puede estar en forma de un

- disco,

- rejilla,

- membrana con tejido de soporte,

- membrana con caracteristicas de tejido o no tejido,
- red,

- placa,

- barra, o

- cono truncado.

La invencién finalmente se refiere a un elemento de filiro de mudltiples canales, que comprende una pluralidad de
elementos de filtro que puede obtenerse por las diversas realizaciones analizadas anteriormente.

En las diversas realizaciones de la invencién, esta implicada la manipulaciéon de volimenes muy pequefios de
liquido. La evaporacion indeseada de disolventes antes de la solidificacién puede evitarse cuando todas las
operaciones se realizan en sistemas cerrados con una atmosfera saturada en disolvente. Preferentemente la
temperatura se controla de forma precisa.

La invencién se refiere adicionalmente a elementos de filtro que pueden obtenerse por las diversas realizaciones
analizadas anteriormente. Los elementos de filtro de acuerdo con la invencion pueden aplicarse para la mayoria de
versiones de cromatografia liquida analitica o micropreparativa, tal como cromatografia de afinidad,
inmunocromatografia, cromatografia de intercambio de iones, cromatografia de fase inversa, cromatografia de

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2395388 T3

interaccion hidrofoba, cromatografia de adsorcion en geles de silice, asi como para estudios de unién que posibilitan
también el aislamiento de complejos de unién multicomponente.

Los elementos de filtro pueden ser especialmente utiles en biotecnologia, en biologia molecular y en diagndsticos en
bioquimica médica, permitiendo la seleccidon econémica de cientos de muestras en paralelo.

Se consiguieron las siguientes ventajas: el procedimiento evita la dislocacién de microparticulas durante el
procesamiento de un liquido y también durante el transporte, mejorando o simplificando la aplicacion seleccionada
de técnicas adecuadas como se ha descrito anteriormente. Ademas de esto, el procedimiento abre el camino para
una miniaturizacién adicional, evita la pérdida no especifica de biopolimero presentando superficies biocompatibles y
ahorra costes usando un material microparticulado caro en cantidades muy pequefias. Es posible la transferencia de
diferentes sustancias desde el filtro hasta las membranas de transferencia sin tener problemas con volumenes
muertos. La producciéon a bajo coste permite que la fibra se use solamente una vez, evitando el riesgo de
contaminacién. La posibilidad de usar microparticulas con propiedades de adsorcién conocidas o estandarizadas
permite la fabricacién de elementos de filtro con caracteristicas de adsorcion predecibles y facilita el control de
calidad.

Estas y otras realizaciones se analizan o son obvias a partir de y estan abarcadas por la descripcién y los ejemplos
de la presente invencion. Por ejemplo, la bibliografia adicional relacionada con uno cualquiera de los procedimientos,
usos y compuestos a emplear de acuerdo con la presente invencion puede recuperarse de bibliotecas publicas
usando, por ejemplo, dispositivos electronicos. Por ejemplo, puede utilizarse la base de datos publica "Medline", que
esta disponible en Internet por ejemplo en http://www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed/medline.html. Las bases de datos
adicionales y direcciones las conocen los expertos en la materia y pueden obtenerse usando, por ejemplo,
http://www.lycos.com. Una visién de conjunto de informacion sobre patentes en biotecnologia y un resumen de las
fuentes de informacién pertinentes sobre patentes Util para una busqueda retrospectiva y para un conocimiento
actual se da en Berks, TIBTECH 12 (1994), 352-364.

La presente invencién se describira con mas detalle a continuacién con referencia a las realizaciones ejemplares
que se ilustran esquematicamente en los siguientes dibujos, en los que:

La Figura 1 muestra un elemento de filtro con fines de referencia;

La Figura 2 ilustra el modo de operacion del antidisolvente de distribucion en canal;

La Figura 3 muestra un elemento de filtro con fines de referencia;

La Figura 4 muestra un elemento de filtro con fines de referencia;

La Figura 5 muestra un elemento de filiro como el que puede estar contenido en el dispositivo de filtro de
acuerdo con la invencion;

La Figura 6 muestra un elemento de filtro con fines de referencia.

La Figura 1 muestra un elemento de filtro obtenido de acuerdo con una realizacion de la invencion. El elemento de
filtro comprende un soporte (1) impermeable a la humedad que tiene un revestimiento (2) hidrofilo en la pared
interna del mismo. El elemento de filiro comprende adicionalmente microparticulas (3) en una matriz (4) de resina
precipitada, hidrocoloide solidificado o monémero polimerizado.

La Figura 2 ilustra el modo de operacion del antidisolvente de distribucion en canal. El antidisolvente (6) de
distribucién en canal, mostrado en seccién transversal, mantiene los intersticios mas grandes entre las
microparticulas (5) libres. La solucién de resina, hidrocoloide o mondémero (7) se acumula en los puntos de contacto
de las microparticulas.

La Figura 3 muestra un filtro con fines de referencia. El elemento de filtro comprende un elemento microporoso que
incluye un retenedor 1 microporoso y un polimero 2 con forma esponjosa que embebe las microparticulas 3 y que
esta unido al retenedor 1 microporoso. En este contexto, la Figura 3 muestra que el polimero 2 esta fijado a la
superficie superior del retenedor 1 microporoso.

Aunque no puede deducirse explicitamente de la Figura 3, cabe mencionar que el polimero 2 comprende
ventajosamente una resina seleccionada de entre el grupo que consiste en ésteres de polivinilo, ésteres de polivinilo
parcialmente desacilados, derivados de celulosa, poliamidas, poliestireno, poli(metacrilato de metilo) y mezclas de
los mismos. La resina puede seleccionarse también de entre el grupo que consiste en poli(alcohol vinilico-co-
etileno), copolimero de etileno y acido acrilico, copolimero de etileno y éster acrilico, copolimero de acrilamida y
acetato de vinilo, copolimero de monoamida de diamina de acido acrilico con acetato de vinilo, poli(alcohol vinilico-
co-estireno), poli(estireno-co-acido maleico) y derivados de glicerol éster de los mismos, copolimero de acrilamida y
éster acrilico y mezclas de los mismos. Como alternativa, el polimero 2 comprende una solucién de hidrocoloide
solidificado, opcionalmente secado o reticulado, en el que el hidrocoloide puede seleccionarse de entre el grupo que
consiste en agarosa de bajo de punto de fusion, almidén, alcohol polivinilico y mezclas de los mismos. Finalmente,
debe observarse que el polimero 2 puede comprender también el producto de polimerizacion de un mondémero
seleccionado de entre el grupo que consiste en ésteres de vinilo, acido acrilico y sus derivados; o el producto de
polimerizacion de una diamina y un diepéxido.

El elemento microporoso, como se muestra en la Figura 3, puede generarse in situ, a partir de un precursor liquido.
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El precursor liquido toma facilmente una forma que coincide con la forma de la superficie interna de un miembro de
soporte 4 impermeable a la humedad asi como la forma de un retenedor 1 microporoso. De esta manera, se
compensa cualquier imperfeccion tal como rebabas, etc., de la abertura del miembro de soporte 4 impermeable a la
humedad. Tras la solidificacion, se obtiene un elemento microporoso, que se ajusta sin huelgo en la abertura del
miembro 4 de soporte y tiene un contacto circunferencial completo con las paredes del mismo.

Preferentemente, el miembro de soporte 4 esta formado de un plastico tal como polipropileno (PP), polietileno (PE),
copolimero de propileno/etileno, acetato de polivinilo, poliamida, poliestireno, polietilentereftalato (PET), poliéter
etercetona (PEEK), policarbonato, polietilen vinilacetato, poli(alcohol vinilico-co-etileno), poliéster, poliamida, vidrio,
ceramica, cuarzo, nitruro de silicio o mezclas de los mismos. Se incluyen también materiales compuestos de plastico
con fibras o estructuras de vidrio, diéxido de silicio, carbono o ceramica.

Como puede deducirse de la Figura 3, el miembro de soporte 4 tiene la forma de un tubo, preferentemente con una
seccion transversal circular, y el elemento microporoso se genera en o cerca de un borde del tubo. Para facilitar la
aplicacion de muestra y para acomodaciéon de mayores volimenes de muestra, preferentemente al menos una
seccion del tubo es de forma conica, teniendo un extremo de la seccién vertical mas pequefio y uno mas grande,
con el elemento microporoso generado en o cerca del extremo de la seccion transversal mas pequefio. Por ejemplo,
el miembro de soporte 4 es una punta de pipeta, tal como las usadas habitualmente con pipetas Eppendorf. Para
evitar la dislocacion, tal como el deslizamiento del elemento microporoso formado, el tubo puede tener una superficie
interna estructurada, tal como una superficie con anillos o surcos.

Se prevé también disponer una pluralidad de miembros de soporte 4, por ejemplo hasta varios cientos, en alineacion
paralela para formar un elemento de filtro de multiples canales. El elemento de filtro de multiples canales permitira
que una muestra bioldgica se ensaye simultdneamente contra cientos de reactivos. Como alternativa, el miembro de
soporte 4 puede comprender una pluralidad de aberturas, por ejemplo en forma de perforaciones paralelas o
perforaciones ahusadas. Cuando el elemento de mudltiples canales se va a evaluar 6pticamente, es conveniente
incluir un agente opacificante, tal como negro de humo, en el material del miembro de soporte, para evitar
interferencias de los canales vecinos.

Hay varias posibilidades para aplicar la fase liquida a la abertura del miembro de soporte 4. Los diversos
procedimientos se ejemplificaran con referencia a un miembro de soporte 4 tubular, pero no estan limitados a este.
Como la fase liquida, en general, es una solucidn los términos "fase liquida" y "solucién" se usaran de forma
intercambiable a menos que se requiera de otra manera por el contexto. Convenientemente, la aplicacién de la
solucion a la abertura se consigue por accion capilar. EI miembro de soporte 4, por ejemplo un tubo, se sumerge en
la solucion y se levanta de nuevo. Debido a la tensién superficial de la solucién, una capa de liquido permanecera en
la abertura sobre la seccién transversal de la abertura. Por ejemplo, si la viscosidad de la solucién es demasiado
alta, pueden adoptarse diferentes procedimientos de aplicacion de la solucién a la abertura. La fuerza de ascension
de la solucion puede potenciarse sellando temporalmente el extremo distal del tubo, calentando ligeramente el tubo,
sumergiendo entonces el tubo con su extremo libre en la solucién y permitiendo que el tubo se enfrie a temperatura
ambiente, con lo que la solucién se dirige al interior del tubo por la contraccién de volumen del aire encerrado. Como
alternativa, la solucion puede introducirse desde el extremo distal del tubo y puede llevarse a su posicion final por
centrifugacion. Preferentemente, el extremo en o cerca del cual se va a formar el elemento microporoso se sella con
un tapdn o por presién contra una placa elastica. El tapon o la placa elastica preferentemente tienen microsurcos o
microporos para permitir que el aire encerrado escape. Entonces la disposicion se somete a centrifugacion durante
la cual la solucion migra al extremo del tubo donde es retenida al menos parcialmente por el tapén o la placa
elastica. El tapon o la placa elastica pueden retirarse antes o después de la solidificacion, en particular antes de la
solidificacion de la solucién o de una parte de la solucion.

El profesional habilitado a menudo se enfrenta al problema de que las muestras acuosas que se introducen en los
recipientes fabricados de material hidréfobo tienden a adherirse a la pared en gotas en lugar de fluir hacia abajo y
recogerse en el fondo. Para evitar estos fendmenos, la pared interna del tubo que actia como miembro de soporte 4
para un elemento de filtro de acuerdo con la invencién, puede revestirse de un revestimiento 5 hidrofilo. El
revestimiento 5 hidréfilo evitard que las muestras acuosas se adhieran a la pared del miembro 4 de soporte.
Asimismo, no hay una pérdida de adsorcion de los biopolimeros debido a la adsorcion a la pared del miembro de
soporte 4. Si la pared interna del tubo se reviste del revestimiento 5 hidrofilo, el borde del tubo cerca del elemento
microporoso preferentemente se mantiene libre del revestimiento 5 hidréfilo. Esto evitara que los liquidos de la
muestra que salen del borde del tubo cerca del elemento microporoso fluyan a elementos de filtro adyacentes,
especialmente en la realizacion de la presente invenciéon donde una pluralidad de elementos de filtro esta dispuesta
para formar un elemento de filtro de multiples canales.

El revestimiento 5 hidréfilo se prepara convenientemente aplicando una solucién de uno o mas ésteres de polivinilo
en un disolvente organico a la pared interna del tubo, permitiendo que el disolvente organico se evapore e
hidrolizando parcialmente la capa resultante de éster de polivinilo en la superficie del mismo. Los ésteres de
polivinilo adecuados incluyen acetato de polivinilo (un PM de aproximadamente 500000 generalmente es adecuado),
propionato de polivinilo y estearato de polivinilo.

La hidrdlisis parcial de la capa de éster de polivinilo se realiza poniendo en contacto la capa de éster de polivinilo

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2395388 T3

con una solucion acuosa alcalina, tal como hidréxido sédico. El borde del tubo cerca del elemento microporoso
puede mantenerse libre del revestimiento 5 hidréfilo aplicando la solucion de éster de polivinilo solo a una parte de la
pared interna del tubo, por ejemplo sumergiendo parcialmente el tubo en la solucion de éster de polivinilo. Después
de la hidrdlisis, el elemento microporoso puede generarse en o cerca del borde del tubo, que no se ha puesto en
contacto con la solucién de éster de polivinilo. Como alternativa, toda la pared interna del tubo puede revestirse de
éster de polivinilo, pero solo una parte del mismo se hidroliza.

Como alternativa, el revestimiento 5 hidrofilo puede generarse usando un polietilenglicol de alto peso molecular, por
ejemplo que tiene un peso molecular de 4000 o superior. Tales polipropilenglicoles muestran una solubilidad de
moderada a buena en agua fria, sin embargo, tienen una mala solubilidad en agua caliente. Por consiguiente, una
solucion acuosa fria de polipropilenglicol, por ejemplo de 0 °C a 4 °C, podria introducirse en el tubo y posteriormente
la temperatura se eleva, por ejemplo a aproximadamente 20 °C. El polipropilenglicol que sale de la soluciéon muestra
una alta afinidad por la pared interna del tubo y se deposita sobre la misma como una capa fina. El exceso de
solucion de propilenglicol se retira entonces. La reticulacion quimica adicional puede ser ventajosa en algunos
casos.

La Figura 4 muestra un elemento de filtro con fines de referencia. El elemento de filtro comprende un elemento
microporoso que comprende un retenedor 1 microporoso y un polimero 2 con forma esponjosa que embebe las
microparticulas 3 y unido al retenedor 1 microporoso. En este contexto, la Figura 4 muestra que el polimero 2 esta
fijado a la superficie inferior del retenedor 1 microporoso.

Puede deducirse de la Figura 4 que el elemento microporoso esta dispuesto en un miembro de soporte 4
impermeable a la humedad que tiene la forma de un tubo. Una secciéon del tubo es de forma coénica, y tiene un
extremo de la seccion transversal mas pequefio y uno mas grande, y el elemento microporoso esté localizado en o
cerca del extremo de seccion transversal mas pequefio.

La Figura 5 muestra un elemento de filtro, como el que puede estar contenido en el dispositivo de filtro de acuerdo
con la presente invencién. En la Figura 5 se ilustra que el retenedor 1 microporoso comprende particulas soélidas
conectadas entre si.

Aunque no puede deducirse explicitamente de la figura 5, cabe mencionar que el retenedor 1 microporoso esta
formado ventajosamente de polietileno (PE), polipropileno (PP), copolimero de propileno/etileno, acetato de
polivinilo, poliamida, poliestireno, polietilentereftalato (PET), poliéter etercetona (PPEK), policarbonato, poli(alcohol
vinilico-co-etileno), poliéster, poliamida, vidrio, ceramica, cuarzo, silicio, nitruro de silicio o mezclas de los mismos,
acero inoxidable o materiales compuestos de los mismos con fibras o estructuras de vidrio, diéxido de silicio,
carbono o ceramica. En este contexto, el retenedor 1 microporoso puede estar representado en forma de un disco,
rejilla, membrana de poros grandes, membrana con tejido de soporte, membrana con caracteristicas de tejido o no
tejido, red, placa, barra y/o cono truncado. Cuando esta en forma de una membrana, el retenedor 1 microporoso
puede comprender microparticulas conectadas entre si.

En este contexto, cabe mencionar que es posible producir el elemento microporoso en un molde (microporoso) y
procesarlo y usarlo, opcionalmente después de adaptarlo a un tamafo adecuado, por ejemplo por corte, de las
maneras deseadas descritas anteriormente y a continuacion.

La Figura 5 muestra que el retenedor 1 microporoso contiene en sus poros el polimero 2 de tal manera que los poros
tienen espacios libres residuales que forman canales que permiten el flujo de un fluido a través del elemento de filtro.
En relacion con esto, el diametro medio de las microparticulas 3 es menor del 50 % del didmetro medio de los poros.

Una membrana 6 microporosa esta dispuesta en la superficie superior del retenedor 1 microporoso. Aunque no
puede deducirse explicitamente de la Figura 5, cabe mencionar que la membrana 6 microporosa esta formada
ventajosamente de celulosa (regenerada), poliamida, poliéster, polipropileno (PP) o teflon.

La Figura 6 muestra un elemento de filiro con fines de referencia. En la Figura 6, la membrana 6 microporosa esta
dispuesta en la superficie inferior del retenedor 1 microporoso.

La invencion se ilustrara ahora adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.

Los microfiltros del ejemplo 1 - 4 son menos resistentes a disolventes organicos pero mas faciles de preparar. Los
microfiltros del ejemplo 5 y 6 son especialmente utiles cuando moléculas inestables tales como enzimas, anticuerpos
o proteinas receptoras se unen a microparticulas. La solidificacién ocurre en condiciones biocompatibles con
respecto a temperatura, acidez y tonicidad. Los microfiltros del ejemplo 7 son especialmente utiles para
inmovilizacion covalente.

En este contexto, los microfiltros del ejemplo 12 y 13 son especialmente Utiles cuando macromoléculas inestables
tales como enzimas, anticuerpos o proteinas receptoras se unen a microparticulas. La solidificacién ocurre en
condiciones biocompatibles con respecto a temperatura, acidez y tonicidad. Los microfiliros del ejemplo 14 son
especialmente Utiles para inmovilizaciéon covalente. Los microfiltros del ejemplo 15 son utiles cuando se aplican
disolventes organicos.
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Ejemplo 1:

Produccion de la superficie biocompatible del elemento impermeable y produccion del elemento
microporoso por difusion del antidisolvente.

Una solucién de acetato de polivinilo al 3 % (p/v) en acetona (PM 500.000, N° Cat. 38793-2; Aldrich, Steinheim G) se
aplico a la superficie interna de una punta de filiro de 100 pl (N° Cat. 00 30 067.010; Eppendorf, Hamburg G) y se
drend sobre papel de transferencia. Después de evaporar a temperatura ambiente y calentar a 70 °C durante una
noche, la punta se cargé con 1 ml de NaOH 1 N en agua y se realizé una reaccion parcial a 24 °C durante 30 min.
Finalmente, la punta se lavo y secd. Ademas, se prepard una solucion disolviendo 1 g de poli(alcohol vinilico-co-
etileno) con un contenido de etileno del 44 % en moles (N° Cat. 41, 410-7; Aldrich, Steinheim G) con 4 ml de
dimetilsulféxido a 100 °C. 100 mg de material en fase inversa sobre gel de silice (C1s, poros de 30 nm, perlas de 5
um; Vydac, Hesperia, CA, EE.UU.) se someti6 a ultrasonidos con la solucién de polimero. Un volumen de 30 ul de
suspension se recogio a 40 °C. Después de cerrar la pequefia abertura de la punta del filtro, se introdujo agua en la
punta como vapor. Una hora mas tarde, se aplicaron 50 ul de agua directamente sobre la fase liquida que estaba
solidificando para obtener una precipitacion difusional adicional.

Ejemplo 2:

Produccién por precipitacion de polimero semisintético con inclusiones de una mezcla de diferentes tipos
de microparticulas.

Se prepardé una mezcla a partir de tres tipos diferentes de microparticulas porosas: 100 mg de intercambiador de
aniones basado en gel de silice (Adsorbex-SAX, N° Cat. 19845; Merck, Darmstadt G), 100 mg de intercambiador de
cationes (Adsorbex-SCX, N° Cat. 19846) y 100 mg de RP8 de fase inversa (N° Cat. 9362). Después de someterlo a
ultrasonidos con 1 ml de dimetilsulfoxido y centrifugacion, la sedimentacion en humedo se complementd con 600 pl
de propionato de celulosa al 15 % (PM promedio 200.000; N° Cat. 18462-4; Aldrich, Steinheim, G) en
dimetilsulféxido, preparado a 95 °C. Una punta de filtro de 100 ul modificada (N° Cat. 00 30 067.010; Eppendorf,
Hamburg G) con modificacion de superficie biocompatible se cargd con 20 pl de liquido y se estratificé con 30 pl de
aceite de silicona y finalmente se estratificé con 50 ul de agua destilada. Se aplicd una presion positiva hasta que la
fase acuosa paso finalmente el microfiltro.

Ejemplo 3:

Produccioén por reticulacion de hidrogel reversible en presencia de antidisolvente de distribuciéon en canal a
0 °C.

Una solucion de poli(alcohol vinilico) al 5 % (p/v) (PM 124000 - 186000, hidrolizado al 99 %; N° Cat. Aldrich, 36 306-
5; Steinheim G) en agua se prepar6 a 100 °C. Se mezclaron 4 ml de solucién con 1 ml de tetraborato sédico 50 mM
a pH 4,7 y se enfrio a 0 °C. Finalmente, se afiadié 1 g de particulas SAX que contenian enzima (Adsorbex-SAX,
Merck, Darmstadt G). 100 pl de esta suspension se cargaron en una punta de filiro de 1 ml modificada (N° Cat. 00
30 067.037; Eppendorf, Hamburg G) con una superficie biocompatible. La punta se estratificé con 100 pl de aceite
de silicona. Después de aplicar una presion positiva, se consiguié la migracién del aceite de silicona hacia un lecho
granular. Para conseguir la reticulacion, una capa final de una soluciéon a pH 8,6 de tetraborato sédico 50 mM se
forzo a través del elemento microporoso.

Ejemplo 4:
Produccién usando un hidrogel reversible en presencia de un antidisolvente de distribucién en canal.

Se mezclé 1 g de DEAE-Si 300, tamafo 10 um (N° Cat. 43536; Serva, Heidelberg G) con 5 ml de una solucion de
agarosa al 2 % a 40 °C. La agarosa (agarosa preparativa de bajo punto de fusion; N° Cat. 162-0017; Bio-Rad,
Munich, G) se habia disuelto a 90 °C en una solucién de sacarosa al 3 %. Después, 100 ul de fase liquida se
recogieron en una punta de filtro de 1 ml modificada (N° Cat. 00 30 067.037; Eppendorf, Hamburg G) con un
revestimiento de superficie biocompatible, como se describe en el Ejemplo 8. Después de la adicion de una capa
superior de 500 pul de aceite de silicona a 40 °C, se aplicd una presién positiva hasta que pasaron 400 pl del
retenedor microporoso. La solidificacion se consiguié a 6 °C. Finalmente, el aceite de silicona se expulsé por
filtracion de 500 pl de la solucion de sacarosa.

Ejemplo 5:
Produccién por policondensacion de un antidisolvente de distribucion en canal.

Se sometieron a ultrasonidos 100 mg de gel de silice (Lichrosorb Si 100, tamafio 7 um; N° Cat. 9340; Merck,
Darmstadt, G) con 500 ul de solucién de monémero (en volumen: 5 partes de 1,4-butanodiol diglicidiléter (N° Cat.
22.089-2; Aldrich, Steinheim G), una parte de dimetilsulféxido y una parte de etilendiamina). Se recogieron 35 nl de
la fase liquida en una punta de filtro de 10 ul modificada (N° Cat. 00 30 067.002; Eppendorf, Hamburg G). Después
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de estratificar 70 ul de aceite de silicona sobre la fase liquida, se aplicé una presion positiva (al menos 100 kPa)
hasta que se hicieron fluir 30 pl de aceite de silicona a través de la punta de filtro. La solidificacion se consiguio
curando en un sistema cerrado. Finalmente, el elemento de filtro se lavé con agua destilada y un tampon adecuado.

Ejemplo 6:
Produccion por polimerizacion en presencia de un antidisolvente de distribucion en canal.

Se sometieron a ultrasonidos 100 mg de gel de silice tipo intercambiador de aniones de calidad para HPLC (DEAE-
Si 300, 10 um; N° Cat. 43536; Serva, Heidelberg G) con 500 pl de solucidon de mondmero enfriada con hielo (en
peso: 26 % de acrilamida; 0,7 % de bisacrilamida; Tris HCI 170 mM a pH 8,8; 0,05 % de tetrametiletilendiamina (N°
Cat. 8133; Sigma, Deisenhofen), 0,08 % de persulfato sédico).

Todas las etapas adicionales se realizaron como se describe en el ejemplo 14 excepto que la temperatura se
mantuvo entre 0 °C y 2 °C, durante la etapa de lavado con el aceite de silicona. Finalmente, se consigui6 la
solidificacion por curado a 45 °C.

Ejemplo 7:
Produccién usando hidrogel y microparticulas con reformado de canales mediante secado.

Se mezclé 1 ml de una solucion de agarosa al 2 % (p/v) (Bio-Rad, Munich G) y se sometié a ultrasonidos con 200
mg de diéxido de titanio microporoso (YMC-Gel, TIAOS 20 NP; YMC Europe, Schermbeck G) a 40 °C. A la misma
temperatura, se recogieron 50 ul de liquido en una punta de filtro que estaba provista de un revestimiento de
superficie biocompatible (véase el ejemplo 1). Usando centrifugacion a baja velocidad (80 vueltas por minuto) en un
rotor contra-rotatorio, la presion se ajustd de manera que el flujo se detuvo cuando las microparticulas justo estaban
empezando a exponerse. La solidificacion se consiguié a 6 °C. El secado se realizé a temperatura ambiente y
finalmente sobre P,Os5, a 1 mb.

Ejemplo 8:

Aislamiento de complejos multimoleculares que consisten en oligonucleétidos y macromoléculas
especificas, unidos juntos de forma no covalente.

Una sonda de oligonucleétido marcada se incubd con un extracto nuclear, y 8 ul se filtraron sobre un microfiltro de
poliacrilamida - DEAE (ejemplo 6) que se lavo con 40 pl de tampon. El oligonucleétido libre se retuvo y la forma
complejada se obtuvo en el eluido en algunos minutos.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para producir un dispositivo de filtro compuesto por un soporte en forma de un tubo que tiene
una abertura y un elemento microporoso como filtro y/o material de adsorcién, caracterizado porque el elemento
microporoso se genera dentro del soporte sobre la seccion transversal de la abertura mediante un procedimiento
que comprende las etapas de

a) aplicar una sustancia en una fase liquida que es una solucién o una suspension de un polimero o una solucién o
una suspension de uno o mas mondémeros a un retenedor microporoso presente dentro del soporte;

b) provocar la solidificacion en forma esponjosa de al menos parte de la sustancia; y
c) revestir la pared interna del tubo con un revestimiento hidrdfilo;

en el que el retenedor microporoso contiene en sus poros dicho polimero de tal manera que los poros tienen
espacios libres residuales que forman canales que permiten el flujo de un fluido a través del elemento de filtro.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la fase liquida es una solucién o una suspension de
un polimero en un disolvente y la solidificacién en forma esponjosa esta provocada por la accion de un antidisolvente
para el polimero.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el polimero se selecciona de entre el grupo que
consiste en ésteres de polivinilo, ésteres de polivinilo parcialmente desacilados, derivados de celulosa, poliamidas,
poliestireno, poli(metilmetacrilato) y mezclas de los mismos.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3, en el que el polimero comprende segmentos tanto
hidréfilos como hidréfobos dentro de sus moléculas.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el polimero se selecciona de entre el grupo que
consiste en poli(alcohol vinilico-co-etileno), poli(alcohol vinilico-co-vinilacetato), copolimero de etileno y acido
acrilico, copolimero de etileno y éster acrilico, copolimero de etileno y acrilamida, copolimero de &cido acrilico y
acetato de vinilo, copolimero de acrilamida y acetato de vinilo, copolimero de monoamida de diamina del acido
acrilico con acetato de vinilo, poli(alcohol vinilico-co-estireno), poli(estireno-co-acido maleico) y el derivado de
glicerol éster, copolimero de acrilamida y éster acrilico y mezclas de los mismos.

6. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en el que el disolvente se
selecciona de entre el grupo que consiste en dimetilsulféxido, dimetilformamida, dimetilacetamida, formamida, acido
férmico, acido acético, 2,2,2-tricloroetanol, tolueno, tetrahidrofurano y mezclas de los mismos.

7. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que el disolvente esta
compuesto por al menos dos antidisolventes volatiles.

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que dicho disolvente puede retirarse a temperatura
ambiente o al vacio.

9. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, en el que la solidificacion se
consigue evaporando el disolvente y/o el antidisolvente.

10. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, en el que el antidisolvente se
selecciona de entre el grupo que consiste en agua, alcoholes que tienen de 1 a 4 atomos de carbono, amoniaco,
acetato de etilo, acetona, etilendiamina y mezclas de los mismos.

11. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la fase liquida es un hidrocoloide.

12. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que el hidrocoloide se selecciona de entre el grupo
que consiste en agarosa de bajo punto de fusion, almidén, alcohol polivinilico y mezclas de los mismos.

13. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 11 o 12, en el que la capa de solucion de hidrocoloide esta
sometida a reticulacion con tetraborato sédico.

14. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el que el hidrocoloide
solidificado esta desecado y/o reticulado.

15. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que la fase liquida es una solucién o una suspension
de uno o mas monomeros Y la solidificacion esta provocada por la polimerizacién de dicho monémero.

16. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 15, en el que el monémero o los mondmeros estan presentes
en un disolvente.

17. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 15 o 16, en el que el monémero o los monémeros comprenden
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uno o mas mondémeros de reticulacion.

18. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 17, en el que dichos mondmeros comprenden una diamina y
un poliepodxido.

19. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, en el que el monémero se
selecciona de entre el grupo que consiste en ésteres de vinilo, &cido acrilico y sus derivados, y la polimerizacion se
efectua bajo la influencia de radicales libres.

20. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 18, en el que se permite que un
antidisolvente, que es miscible con el disolvente usado, se mezcle con la sustancia para provocar la precipitacion del
polimero.

21. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, en el que la sustancia se permea
con un antidisolvente que no es miscible con los disolventes usados.

22. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 21, en el que el antidisolvente es aceite de silicona, agua o
aire.

23. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, en el que la sustancia se permea con
un hidrogel reversible o con liquidos que son insolubles en agua a temperaturas por encima de 20 °C.

24. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la sustancia es un polimero termoplastico y la
solidificacion se provoca por sinterizado, por ejemplo, por calentamiento o por la acciéon de un disolvente.

25. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 24, en el que el polimero es un copolimero de estireno y acido
maleico o acetato de polivinilo.

26. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, en el que la sustancia comprende
adicionalmente microparticulas solidas, que son porosas o no porosas, de un tamafio de 0,01 um a 500 um.

27. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 26, en el que la sustancia y las microparticulas estan
presentes como una suspension en un antidisolvente de baja viscosidad.

28. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 27 en el que dicha sustancia y dichas microparticulas
solidifican evaporandose de una solucién muy diluida en un disolvente pobre, o por sinterizacion a temperaturas
moderadas de hasta 130 °C sin solucion de polimero, usando solo un polimero parcialmente fundido en lugar de ello.

29. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28, en el que dichas
microparticulas modifican las propiedades de adsorcién del elemento microporoso final.

30. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 29, en el que dichas
microparticulas contienen una molécula efectora capaz de secuestrar un ién, unirse selectivamente a un soporte
sélido, unirse a un determinante antigénico preseleccionado o ser un ligando.

31. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 30, en el que dicha molécula comprende una enzima o un
resto detectable de forma remota.

32. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 30 o 31, en el que dicha molécula comprende una secuencia
de aminoacidos, acidos nucleicos o analogos o derivados de los mismos.

33. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 32, en el que dicha molécula capaz
de secuestrar un i6n es calmodulina, metalotioneina, un fragmento de la misma o una secuencia de aminoacidos
rica en al menos uno de entre acido glutamico, acido aspartico, lisina y arginina.

34. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 33, en el que dicha molécula
efectora capaz de unirse a un determinante antigénico preseleccionado es un anticuerpo o un fragmento o un
derivado del mismo.

35. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 34, en el que dicha molécula capaz
de unirse selectivamente a un soporte solido es GST, His-tag, Lex-A.

36. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 35, en el que dicho ligando es Ni-
NTA.

37. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34, en el que la sustancia aplicada es
autosostenida.

38. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 37, en el que el soporte es impermeable a la humedad.
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39. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 37, en el que soporte esta formado de
polipropileno (PP), polietileno (PE), copolimero de propileno/etileno, acetato de polivinilo, poliamida, poliestireno,
polietilentereftalato (PET), poliéter etercetona (PEEK), policarbonato, polietilen vinilacetato, poli(alcohol vinilico-co-
etileno), poliéster, poliamida, vidrio, ceramica, cuarzo, nitruro de silicio o mezclas de los mismos, o materiales
compuestos de los mismos con fibras o estructuras de vidrio, diéxido de silicio, carbono o ceramica.

40. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 39, en el que el elemento microporoso se
genera en o cerca de un borde del tubo.

41. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 40, en el que al menos una seccion del tubo es de forma
conica, teniendo un extremo de la seccidn transversal mas pequefio y uno mas grande, y el elemento microporoso
se genera en o cerca del extremo de la seccidn transversal mas pequeno.

42. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 40 o 41, en el que la etapa de aplicar la sustancia a la abertura
se consigue permitiendo que una solucién ascienda por el tubo por accién capilar.

43. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el borde del tubo cerca del elemento microporoso
se mantiene libre del revestimiento hidrofilo.

44. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el revestimiento hidréfilo esta formado aplicando
una solucidon de uno o mas ésteres de polivinilo o derivados de poliol de poli(estireno-co-acido maleico) en un
disolvente organico a la pared interna del tubo, permitiendo que el disolvente organico se evapore.

45. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 44, en el que el diametro de la
abertura del soporte es de 0,02 mm a 4 mm.

46. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el retenedor microporoso comprende particulas
sélidas conectadas entre si.

47. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 46, en el que el retenedor
microporoso esta formado de polipropileno (PP), copolimero de propileno/etileno, acetato de polivinilo, poliamida,
poliestireno, polietilentereftalato (PET), poliéter etercetona (PEEK), policarbonato, poli(alcohol vinilico-co-etileno),
poliéster, poliamida, vidrio, ceramica, cuarzo, silicio, nitruro de silicio o mezclas de los mismos, acero inoxidable o
materiales compuestos de los mismos con fibras o estructuras de vidrio, diéxido de silicio, carbono o ceramica.

48. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 47, en el que el retenedor
microporoso esta en forma de un disco, rejilla, membrana de poros grandes, membrana con un tejido de soporte,
membrana con caracteristicas de tejido o no tejido, red, placa, barra y/o cono truncado.

49. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 48, que comprende adicionalmente
la etapa de disponer al menos una membrana microporosa en el retenedor microporoso.

50. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 49, en el que la membrana microporosa esta formada de
celulosa (regenerada), poliamida, poliéster, polipropileno (PP) o politetrafluoroetileno (PTFE).

51. Un dispositivo de filtro compuesto por un soporte en forma de un tubo que tiene una abertura, un elemento
microporoso presente dentro del soporte sobre la seccidon transversal de la abertura y que puede obtenerse de
acuerdo con el procedimiento para generar un elemento microporoso como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 50 como un y/o material de adsorcién, y un revestimiento hidréfilo que recubre la pared interna
del tubo que puede obtenerse de acuerdo con el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 50.

52. El dispositivo de filtro de acuerdo con la reivindicacion 51 en el que la fase liquida es una soluciéon o una
suspensién de un polimero en un disolvente y la solidificacién en forma esponjosa esta provocada por la accién de
un antidisolvente para el polimero y en el que el polimero se fija a al menos una parte de la superficie exterior del
retenedor microporoso.

53. Un elemento de filiro de multiples canales que comprende una pluralidad de dispositivos de filiro de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 51 a 52.

54. Uso de un dispositivo de filtro de una cualquiera de las reivindicaciones 51 a 53 para microfiltracion, separacion
solido-liquido, aclaramiento de soluciones, recogida de células pro- y eucariotas, retirada y purificacion de
fragmentos y residuos celulares, inmovilizacién de fragmentos, virus y plasmidos, adsorcién/inmovilizacion de
proteinas, polipéptidos, acidos nucleicos, oligonucleétidos o como retenedor para material granular.

55. Uso de un dispositivo de filtro de una cualquiera de las reivindicaciones 51 a 53 para cromatografia de afinidad,
inmunocromatografia, para estudios de unién, el aislamiento de complejos de unién multicomponente, para la
seleccién de muestras o para evitar la dislocaciéon de microparticulas.

56. El uso de la reivindicacion 54 o 55 para la preparacion y/o la deteccidon de compuestos que comprenden acidos
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nucleicos, oligonucledtidos, polipéptidos o polisacaridos, proteinas, compuestos organicos o derivados o analogos
de los mismos.

57. El uso de la reivindicacion 56, en el que dicho compuesto procede de fuentes naturales o no naturales.
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