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Titulo: Método de obtencidn de una estructura de polimero de impronta molecular (MIP)

@Resumen:

La presente invencién se refiere a un nuevo método a) e e)

para la realizacion de patrones de MIP a escala (R T T F
micrométrica y sub-micrométrica por escritura directa X e l f—> A4

por haz de electrones. La mezcla precursora de MIP s
contiene compuestos sensibles a la irradiacion 57 ’ g
electronica y se deposita en forma de pelicula sobre l

un substrato. Las zonas de la pelicula irradiadas con & <

un haz de electrones son eliminadas con un o M , B A
disolvente quimico o revelador. La pelicula resultante = 7 T2
contiene los patrones deseados y se polimeriza | sibarear
utilizando luz y/o calor. El método de sintesis de 5 57

patrones de MIPs de la invencion permite la

realizacion de matrices de numerosos sensores

basados en MIPs sobre un substrato o chip de Figura 1
pequefias dimensiones para la deteccion simultanea

de multiples compuestos (bio)quimicos, ademas de

otras diversas aplicaciones.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 40.2.8 LP.
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DESCRIPCION

METODO DE OBTENCION DE UNA ESTRUCTURA DE POLIMERO DE IMPRONTA
MOLECULAR (MIP)

Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al campo de la fabricacion o sintesis de estructuras
para deteccion molecular. En concreto, en la produccion de microsensores quimicos
basados en patrones de polimeros de impronta molecular (MIPs) sobre substratos, en
la fabricacién de chips para deteccion de analitos con aplicacién en quimica analitica y

medicina.

Antecedentes de la invencion

La tendencia de la técnica en el desarrollo de dispositivos sensores quimicos es su
miniaturizacibn a escala micrométrica o sub-micrométrica. La utilizacion de
componentes minitaurizados presenta numerosas ventajas, entre otras que el volumen
de analito puede ser reducido, el consumo de energia para su funcionamiento también

es menor, se reducen los costes de produccion y diversifican las aplicaciones.

La técnica ha desarrollado transductores épticos, eléctricos y mecanicos basados en
los materiales tradicionales de la industria microelectrénica, que son los
semiconductores y dieléctricos inorgéanicos, metales y resinas poliméricas. Sin
embargo, dotar a estos transductores de una funcibn sensora tal como el
reconocimiento molecular para identificar analitos de origen quimico o biologico
requiere la incorporacibn de materiales sensores o funcionales “blandos”. Los
materiales blandos son materiales organicos amorfos de alta viscosidad que
normalmente no son compatibles con las técnicas de fabricacion utilizadas en la

industria de semiconductores.

Los biosensores integran biomoléculas como elementos de reconocimiento tales como
enzimas, anticuerpos o ADN, con frecuencia inestables cuando se sacan de su
ambiente natural. Suelen requerir conservacion a bajas temperaturas y pueden no
resistir ciertas condiciones de operacion y almacenamiento, lo cual limita su utilidad

especialmente en sistemas portatiles.
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Una estrategia alternativa es la integraciébn en el sensor de receptores sintéticos
biomiméticos, tales como los polimeros de impronta molecular o MIPs (“Molecularly
Imprinted Polymers”) (K. Haupt, “Creating a good impression”, Nat. Biotech. 2002, 20,
884).

Los MIPs son materiales sintéticos que se utilizan como elementos de reconocimiento
molecular. La patente EP 1237936 B1 describe un procedimiento general para la
obtencion de MIPs basado en la formacion de una estructura macromolecular
entrecruzada alrededor de una molécula que actia como plantilla molecular o molde y
gque se extrae tras la polimerizacion. Cuando los MIPs son estructurados a escala sub-
micrométrica aumenta su sensibilidad en el reconocimiento de moléculas debido a que

presentan una mayor superficie de deteccion.

Entre las ventajas que aporta el empleo de MIPs frente a los biomoléculas, por
ejemplo anticuerpos, acidos nucleicos, enzimas, etc., constan su capacidad de trabajar
en condiciones extremas de pH, temperatura y en presencia de disolventes orgénicos,

sin perder por ello su estructura o afinidad por el analito.

La mayoria de MIPs se preparan en la técnica a partir de mezclas precursoras de
mondémeros. Las mezclas precursoras que utilizan oligbmeros o polimeros se
desarrollan para usos y analitos muy especificos. Li describe la preparacion de una
mezcla precursora de MIPs para teofilina que comprende polimeros de composicion
muy parecida a las de la presente invencion, también con presencia de dobles enlaces
en cadenas laterales de dichos polimeros (Li et al. “Synthesis and Characterization of
Functional Methacrylate Copolymers and their Application in Molecular Imprinting”,
Macromolecules 2005, 38, 2620-2625). La publicacién especula con la posibilidad de
utilizar estos MIPs como biosensores, aunque no dice ni sugiere ningun procedimiento
para realizarlo, y por tanto el experto en la técnica no encontraria obvio llegar a la

presente invencidn a partir de las ensefianzas de esta publicacion.

El desarrollo de biochips basados en MIPs se realiza por estampaciéon sobre un
substrato, normalmente una oblea. En la técnica actual esto se ha conseguido realizar
a escala micrométrica utilizando distintos métodos, que se pueden clasificar en

técnicas de “contacto” y “sin contacto”.
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Entre las técnicas de contacto se encuentran el depdsito con una micropunta (F.
Vandevelde y col. “Direct patterning of molecularly imprinted microdot arrays for
sensors and biochips”, Langmuir 2007, 23, 6490), la litografia “blanda” (M. Yan y col.
“Fabrication of molecularly imprinted polymer microstructures”, Anal. Chim. Acta 2001,
435, 163) y, recientemente, la fotolitografia de contacto por radiacién UV (A = 365 nm)
(S. Guillon y col. “Single step patterning of molecularly imprinted polymers for large
scale fabrication of microbiochips”, Lab Chip 2009, 9, 2987). Los métodos de contacto
presentan el inconveniente de la incompatibilidad quimica de las superficies que
interaccionan. Por ejemplo, en litografia blanda un sello de polidimetil siloxano (PDMS)
se pone en contacto con la solucién precursora del MIP para formar el patron definido
por el sello; sin embargo el PDMS es incompatible con los disolventes mas habituales
empleados en la sintesis de MIPs, y degrada la calidad del material. La reciente
demostracion realizada por Guillon del uso de fotolitografia para estampar MIPs a
escala de oblea con resolucion micrométrica es un avance significativo hacia la
fabricacion en paralelo de biochips basados en MIPs; no obstante, estos autores
utilizaron el método fotolitografico de contacto, es decir, que la mascara contacta la
pelicula de material polimérico con el consecuente problema de la calidad final del

material.

Los métodos sin contacto evitan este inconveniente. Sin embargo, el nimero de
estrategias de polimerizacion sin contacto aplicadas a MIP y probadas en la técnica se

reduce a dos.

La primera requiere el empleo de un haz de radiacién electromagnética focalizado
para polimerizar el material por un mecanismo fotoquimico o térmico. Se han
reportado dos realizaciones de esta aproximacion: La micro-estereo-litografia por haz
laser de A=364 nm conseguio realizar estructuras MIP del orden de decenas de micras
(P.G. Conrad I, y col. “Functional molecularly imprinted polymer microstructures
fabricated using microstereolithography”, Advanced Materials 2003, 15, 1541); La
segunda realizacién emplea un haz laser de CO, de 750 mW que permite incrementar
la temperatura local hasta 70°C empleando 35 pulsos consecutivos de 5 ms, para
obtener microarrays de puntos de 300 um de diametro (O.Y.F. Henry, y col.
“Fabrication of molecularly imprinted polymer microarray on a chip by mid-infrared

laser pulse initiated polymerisation”, Biosensors and Bioelectronics, 2008, 23, 1769).
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La segunda estrategia emplea foto-mascaras para la polimerizacién de las zonas de
interés. Esta aproximacion se ha aplicado para la fabricacion arrays de p-puntos de
MIP selectivos a fluoresceina de 70-90 um de diametro (A.V. Linares y Col. “Patterning
Nanostructured, Synthetic, Polymeric Receptors by Simultaneous Projection
Photolithography, Nanomolding, and Molecular Imprinting” Small, 2011, 7, 2318). La
mascara se proyecta a través de un objetivo 10x sobre la solucion precursora del MIP
depositada sobre un portaobjetos de microscopio para su polimerizacion con una
lampara de mercurio. Alternativamente, empleando moldes de alimina nanoporosa
funcionalizados con fluoresceina o mioglobina, se han preparado puntos de aprox. 90
um de didmetro formados por nanofilamentos improntados superficialmente con la
molécula plantilla de interés, dispuestos paralelamente con un didmetro individual de

150 nm y 4 um de longitud.

En wuna aproximacion parecida, Byrne ha preparado geles improntados
microestructurado, improntados con D-glucosa, con un espesor de 13 pum Yy distintas
configuraciones geométricas (Byrne y col. “Microfabrication of intelligent biomimetic

networks for recognition of D-glucose” Chem. Mater. 2006, 18, 5869).

Tanto las técnicas de contacto como sin contacto de biochips basados en MIPs
presentan resoluciones espaciales superiores a la micra. Sin embargo las estructuras
sensoras necesitan reducirse por debajo de la micra para incrementar
significativamente su sensibilidad. Esto se ha logrado gracias a la posibilidad de crear
fendbmenos de confinamiento Optico, eléctrico o magnético en regiones sub-
micrométricas, lo que consigue una mayor interaccion entre el analito y la sefal
utilizada para su deteccion. Ademas, el empleo de estructuras sub-micrométricas
permite reducir considerablemente tanto el volumen de muestra como la energia que

precisa el sensor.

Las ventajas mas significativas de los sistemas de escritura por haz de electrones para
la micro- y nano-fabricacién son primero que no se precisa de mascara, eliminando asi
los costes de amortizacion de las tradicionales mascaras de litografia y acelerando los
ciclos de desarrollo de los chips; y ademas su capacidad de resoluciéon sub-100 nm,
que cumple todos los requerimientos litograficos programados por la ITRS

(International Technology Roadmap for Semiconductors) para las futuras generaciones
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de circuitos integrados. Ademas, la gran mayoria de las mascaras de fotolitografia

utilizadas en la industria microelectrénica hoy dia se fabrican por LHE.

El problema de la técnica es pues conseguir biochips a escala submicrométrica para la
deteccién de analitos. La solucion propuesta por la presente invencibn es un
procedimiento que comprende la irradiacion parcial de un haz de electrones sobre una
pelicula precursora de MIPs, para utilizar como biosensor un motivo dibujado en dicha

pelicula que no habria sido irradiado por el haz de electrones.

Descripcion de la invencion

La invencion refiere a un procedimiento de micro-nano-estructuracion de peliculas de

MIPs depositadas sobre substratos para la fabricacién de microbiochips.

De forma que la presente invencion es un método de obtencién de una estructura de
polimero de impronta molecular, que comprende las siguientes etapas:

(a) irradiacion parcial con haz de electrones de una pelicula formada por una
mezcla precursora de polimeros de impronta molecular sobre un sustrato,
preferiblemente una oblea de silicio o un vidrio, en que dicha mezcla
precursora comprende cadenas poliméricas ramificadas;

(b) eliminacién por revelado con un disolvente quimico de las moléculas afectadas
por dicha irradiacion con haz de electrones,

(c) polimerizaciéon de la pelicula resultado de la etapa b); y

(d) extraccion de dicho analito de la pelicula polimerizada del paso c) por lavado

guimico.

En una realizacion preferible, el método comprende la etapa previa de preparar la
pelicula sobre el substrato por técnica de espineado o0 “spin-coating”. Esta técnica
consiste en depositar una gota o gotas de la mezcla precursora del polimero que se
desea formar sobre un substrato, haciéndolo girar a continuacion a una determinada
velocidad tipicamente con un rotor con capacidad para adherir el substrato con un
sistema de vacio. El resultado final es la formacion de una pelicula de gran

uniformidad sobre el substrato.
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Se define “mezcla precursora” o de prepolimerizacion de MIPs como aquella mezcla
de mondmeros, oligdmeros y/o polipéptidos de la que se obtiene un MIP capaz de
reconocer una molécula orgénica tras un proceso de polimerizacion. Tipicamente la
mezcla también comprende un disolvente quimico, y la molécula organica o analito
sirve como plantilla molecular. Puede contener también un iniciador de la reaccién de

polimerizacién.

Se define “polimero” como una secuencia de monémeros con peso molecular igual o
mayor de 1,5 kD. Por debajo de ese peso molecular se trataria de cadenas de

oligbmeros, que no son objeto de la presente invencién.

En una realizacion preferible de la invencidén, dicha irradiacién de la etapa a) se realiza
con una maquina de litografia por haz de electrones. El método sin contacto para la
realizacion de estructuras MIP de escritura directa por haz de electrones resulta una
herramienta adecuada para nanofabricacion gracias a su resolucién sub-micrométrica,
y puede ser utilizada para la fabricaciébn de biochips de mudltiples nanosensores
guimicos o bioquimicos. De forma que una realizacion muy preferible es que la zona
no irradiada de la pelicula resultado de la etapa a) sea inferior a 1 um en alguna de

sus dimensiones.

Las mezclas precursoras de MIPs cualquiera sea su composicion presentan grupos
funcionales y dobles enlaces que determinan la reaccion con el analito y su propia
polimerizacién. La proporcion de dobles enlaces en las cadenas laterales de los
polimeros de la mezcla precursora de la presente invencion es del 10% respecto del

total de grupos funcionales.

En otra realizacion de la invencién, dicho analito es una molécula organica
seleccionada entre el grupo formado por péptidos, antibidticos, pesticidas,
micotoxinas, drogas, colorantes, biomoléculas y moléculas sintéticas de biomoléculas,
preferiblemente un colorante. En otra realizacion muy preferible dicha molécula

organica es una molécula fluoréfora.

En otra realizacion preferible mas, dicho disolvente quimico de la etapa b) con el que
se revela la pelicula afectada por el haz de electrones es tetrahidrofurano, metanol o

isopropanol, o sus mezclas.
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En otra realizacion preferible, la polimerizacion de la etapa c) de la mezcla precursora

se realiza por calor y/o radiacion electromagnética.

En una realizacion preferible mas, dicho lavado quimico final del paso (d) se realiza en
presencia de metanol, etanol, acetonitrilo, agua, acido férmico, acido acético, acido

trifluoracético o sulfato de tetra-n-butilamonio, o sus mezclas.

La realizacion mas preferible de la invencion es una estructura de MIP que presenta

un area polimerizada funcional parcial.

La posibilidad de emplear procedimientos de funcionalizacion compatibles con los
procesos convencionales microelectronicos aumenta el campo de aplicacion y utilidad
de los micro y nano-biosensores, ademas de simplificar su proceso de fabricacion.
Desde el punto de vista del proceso litografico, esto requiere métodos para litografiar
motivos sub-micrométricos en materiales funcionales para el reconocimiento de

moléculas orgénicas o biomoléculas.

El método de la invencion comprende las siguientes etapas desarrolladas (Figura 1):

A) Escritura (4) de los patrones deseados por irradiacion con un haz de
electrones (2) sobre una pelicula delgada (1) de la mezcla precursora o de
prepolimerizacion de MIP. Una vez polimerizada, la pelicula de MIP
actuara como sensor en aquellas zonas que no han sido irradiadas.
Tipicamente, los monomeros funcionales constituyentes en una mezcla
precursora de MIP estan seleccionados de entre mondmeros vinilicos,
monomeros alilicos, acetilenos, acrilatos, metacrilatos, aminoacidos,
nucledsidos, nucleétidos, carbohidratos y heterociclos; monoémeros
entrecruzantes que estabilicen la estructura polimérica en presencia de la
plantilla molecular seleccionados entre diacrilatos o dimetacrilatos de
polioles, como 1,2-bis(metacriloiloxi)etano o] 2,2-bis(2-metil-2-
propanoiloximetil)butil-2-metil-2-propanoato; bisacrilamidas como N,N’-
metilenbisacrilamida; y compuestos divinilicos como el divinilbenceno y sus
analogos. En la mezcla precursora de la presente invencion, estos

mondémeros estan presentes formando polimeros. La mezcla precursora

8
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tipica de un MIP también comprende un porégeno, preferiblemente un

disolvente organico, y una plantilla molecular o analito.

La pelicula es depositada sobre un substrato (5) por cualquier técnica de

recubrimiento de substratos.

El proceso de escritura con el haz de electrones se puede realizar con una
maquina de litografia o cualquier instrumentacion que disponga de un
cafidén de electrones (2) y una plataforma de traslacion en un plano (6),
sobre la que se deposita el substrato (5). La plataforma de traslacién es un
sistema electromecénico que puede moverse manual y/o automaticamente
en un plano (X-Y). Asi, una vez fijado el sistema substrato (5) - pelicula (1)
sobre la plataforma de traslacion, es posible escribir con el haz de
electrones (2), que suele permanecer en una posicion fija, gracias al

desplazamiento de la plataforma en el plano X-Y.

Eliminacion por disolucion de las regiones irradiadas (4) de la pelicula (1)
con una disoluciéon quimica que actie como revelador. La pelicula (1) se
sumerge en el revelador, que actia sobre el material de la mezcla afectado
por la irradiacion electronica (4) con gran selectividad sobre el material no
irradiado (1,7). El tiempo de revelado dependerd de la velocidad de

disolucién del material irradiado.

Polimerizacion de la pelicula nanoestructurada (8, 9) que permanece
adherida sobre el sustrato y no ha sido irradiada con el haz de electrones.
El proceso de polimerizacion se inicia en presencia de los radicales libres
generados en la ruptura homolitica del doble enlace carbono-carbono de las
cadenas laterales del polimero lineal tras irradiacion con luz UV o
tratamiento térmico. Alternativamente, la polimerizacion puede iniciarse en
presencia de iniciadores de radicales libres del tipo peréxido y azo-
compuesto, que son compuestos que contienen enlaces covalentes cuya
ruptura homolitica origina radicales libres (8,9). El resultado de la
polimerizacion es la formacion de una estructura polimérica entrecruzada

tridimensional.
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D) Extraccibn de la plantila molecular de la pelicula entrecruzada
nanoestructurada (10,11). Esto se realiza por inmersion de la pelicula (8,9)
en un disolvente orgénico del tipo alcohol o nitrilo, o acuoso, capaz de

disociar la plantilla molecular del material polimérico entrecruzado.

Asi, el método de la invencidon crea patrones sub-micrométricos en la pelicula por la
eliminacion selectiva del material alrededor de ellos. EI MIP se comportaria como una
resina positiva porque la parte irradiada se elimina con el revelado. Los patrones
remanentes sobre el substrato, es decir la pelicula estructurada, no reciben
bombardeo electrénico, lo cual representa una gran ventaja de la invencién ya que la
irradiacién electrénica podria dafiar las plantillas moleculares contenidas en la mezcla,

y por tanto degradar las prestaciones del MIP.

A este respecto, los electrones incidentes sobre las moléculas producen una serie de
reacciones de ruptura de enlaces quimicos que favorecen la posterior disolucién en un
revelador quimico de las zonas irradiadas. Para que este efecto tenga lugar, la mezcla
precursora de MIP debe contener en su composicion moléculas suficientemente
reactivas y sensibles a la irradiacion electrénica tales como oligémeros, polimeros o
copolimeros entrecruzables. La sensibilidad a la irradiacion electronica de estas
moléculas se debe en la invencién a la presencia de dobles enlaces C=C- en los
grupos laterales de dichas cadenas. Al incrementar el nimero de dobles enlaces
aumenta la sensibilidad a la irradiacion electronica. Los dobles enlaces son altamente
reactivos cuando interaccionan con electrones energéticos, y pueden romperse para
generar radicales libres y sustancias susceptibles de ser disueltas en el revelador. La
energia del haz de electrones y dosis electronica (nimero de electrones por unidad de
tiempo y unidad de area) éptimas del proceso dependeran del grado de reactividad de
la mezcla. Como valores ilustrativos, la energia del haz electrénico suele ser del orden

de varios KeV, mientras que las dosis electrénicas tipicas son del orden de mC/cm?.

Otro aspecto clave del método de la invencién es que el entrecruzamiento de la
mezcla de prepolimerizaciéon tiene lugar después del dibujo de los nanopatrones. El
proceso de entrecruzamiento es fundamental para crear un MIP. Sin embargo, este
entrecruzamiento suele endurecer mecéanica y quimicamente el material, haciendo
dificil trabajarlo a posteriori en condiciones adecuadas para su uso como sensor de

moléculas.

10
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El método de la invencion se puede aplicar a cualquier mezcla precursora de MIPs que
contenga compuestos quimicos sensibles a la irradiacién con electrones, de forma que
el resultado de esta irradiacion sea la ruptura de enlaces quimicos y la consiguiente

formacion de moléculas capaces de ser disueltas en un disolvente organico.

La litografia con haz de electrones pertenece al sector de la nanofabricacién de
componentes electronicos, épticos y/o magnéticos con resinas, mientras que los MIPs
pertenecen al &rea de materiales funcionales para fines sensores. La combinacion de
estas tecnologias en la presente invencion pertenece a distintas areas técnicas, no
estd sugerida y no resulta obvia para el experto en la técnica y por tanto debe conferir

inventividad a la presente invencion.

La comparacion entre el MIP de la invencion y un NIP muestra que el proceso de
irradiacion con haz de electrones mantiene la capacidad de actuar como impronta
molecular de la parte de pelicula no irradiada, frente a un NIP que no reconoce la
plantilla molecular (Figura 3). El MIP es altamente selectivo a rodamina 123 ya que no
presenta reactividad cruzada frente a moléculas estructuralmente similares a la
plantilla tales como rodamina B y rodamina 6G que no contienen el grupo amino
primario caracteristico de la rodamina 123, al que se atribuye el reconocimiento

selectivo por parte del MIP (Figura 4).

La invencién posibilita la fabricacién de estructuras de MIPs con tamafio inferior a la
micra sin necesidad de utilizar ninguna méascara o cualquier otro artilugio en contacto
con el MIP, evitando asi contaminarlo. EI método sin contacto de la invencion puede
ser llevado a cabo industrialmente utilizando equipamiento disponible comercialmente

para realizar Litografia por Haz de Electrones (LHE).

Desde el punto de vista econdémico, la posibilidad de fabricar biochips de mudltiples
nanosensores basados en MIPs utilizando técnicas propias de la industria de
semiconductores permitiria reducir los costes de produccién considerablemente. Esta
reduccion no sélo estaria motivada por la posibilidad de fabricacion en masa; la
utilizacién de materiales biol6gicamente robustos como los MIPs, que actuarian como
“anticuerpos artificiales” eliminaria los gastos de conservacion que requieren las

delicadas macromoléculas bioldgicas de reconocimiento. Por otro lado, las estructuras

11
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sub-micrométricas sensoras, ademas de ofrecer una mayor sensibilidad, requieren
menores volimenes de muestras y de potencia de funcionamiento. Ambos factores

contribuirian a su vez a reducir los costes de utilizacion de los biochips.

Como se ha comentado arriba, las modificaciones quimicas introducidas en los MIPs
para ser capaces de reconocer selectivamente a la rodamina y poder configurar el
sensor de la invencion, es especifica. Si la molécula organica que actia como plantilla
es otra, los MIPs correspondientes se tendrian que desarrollar también de forma
especifica. Esto es por lo que sélo se aporta un ejemplo de realizacién y sin embargo
la invencion muestra una linea inventiva comun a todos los procesos comprendidos

dentro del alcance de la reivindicacion principal.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Esquema de procedimiento de la invencion.
A) Escritura por haz de electrones sobre la pelicula:
1. Pelicula de mezcla precursora de MIP.
. Haz de electrones.
. Canon de electrones.

. Motivo escrito con el haz de electrones en la pelicula (1).

g b~ W DN

. Substrato.
6. Plataforma de traslacion X-Y.
B) Revelado de la pelicula:
7. Patron deseado en la pelicula.
C) Polimerizacion del MIP:
8. Pelicula polimerizada o entrecruzada.
9. Patron deseado en la pelicula.
D) Extraccién del analito:
10. Pelicula polimerizada sin la molécula plantilla.

11. Patron deseado en la pelicula.
Figura 2: Espectro de 1H-RMN del polimero sintetizado segun el ejemplo de

realizacion (300 MHz, d6-DMSO) & (ppm): 12.39 (br s, HOOC-), 5.99 and 5.63 (s,
CH2=C), 4.10 (br s, CO-NH-), 1.85 (s, =C(CH3)-), 1.23, 1.04 and 0.95 (br s, CH3-C).
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Figura 3: Gréfico de la intensidad de fluorescencia de la Rodamina 123 reconocida o
capturada por el MIP sintetizado en el Ejemplo 2 en funcion del tiempo de inmersién
en una disolucion 20 nM de Rodamina 123 en acetonitrilo. Representa la curva de
reconocimiento de la plantilla molecular Rodamina 123 por parte del MIP. También se
muestra la intensidad de fluorescencia procedente de un Polimero No Improntado
(“Non-Imprinted Polymer”, NIP) con la plantilla molecular en las mismas condiciones

de incubacion.

Figura 4: _Grafico de la intensidad de fluorescencia de la Rodamina 123, Rodamina B y
Rodamina 6G, reconocida o capturada por el MIP sintetizado en el Ejemplo 2 tras
inmersion en una disolucion 5 uM del indicador en acetonitrilo. Tiempo de incubaciéon 3
h.

Descripcion detallada de la invencién

Con la intencién de mostrar la presente invencion de un modo ilustrativo aunque en

ningn modo limitante, se aportan los ejemplos siguientes.

Ejemplo 1: Preparacion de la mezcla de polimerizaci  6n

El polimero lineal empleado posteriormente para la obtencion del MIP se preparé
mezclando 4,5 mL de metacrilato de trimetilsililo (SIMA, ABCR, 97%) con 525 mg de
metacrilato de 2-aminoetilo (AEM, Aldrich, 90%) en 20 mL de metanol y polimerizando
térmicamente con 50 mg de iniciador 2,2-azobis-(2,4-dimetilvaleronitrilo) (ABDV, Wako
Pure Chemical Industries). El polimero se precipité en acetona y redisolvié en 30 mL
de dimetilformamida (DMF, Carlo Ebra), afadiendo 543 mg de N-
(metacriloxi)succinimida (MAOS; ABCR) y 1 mL de trietilamina (TEA, Fischer Scientific,
sintesis de péptidos). A continuacién, se precipitd sobre una disolucion de acido
trifluoroacético (TFA, Fluorochem, sintesis de péptidos) en agua al 10 % en volumen y
lavé con acetona obteniéndose un sélido blanco pulverulento. Este polimero presentd
una cantidad de dobles enlaces del 10% respecto de la cantidad total de grupos
funcionales, medido en la relacion de sefiales del espectro de 1H-RMN (Figura 2). La
mezcla precursora de polimerizacion se obtuvo disolviendo 1 g del polimero
sintetizado en 50 mL de metanol y afiadiendo 1,5 mg de Rodamina 123, que actuo de

plantilla molecular.
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Ejemplo 2: Fabricacién de un nanopatrén de MIP sobr e un substrato de Si capaz
de reconocer la molécula Rodamina 123.

Sobre un sustrato de silicio (5) se depositd una pelicula (1) de la mezcla de pre-
polimerizacién obtenida en el Ejemplo 1 por la técnica de espineado (D.W. Schubert,
T. Dunkel, Spin coating from a molecular point of view: its concentration regimes,
influence of molar mass and distribution; Materials Research Innovations Vol. 7, p. 314
(2003)) El espesor de esta pelicula fue aproximadamente de 100 nm. Se dibuj6 el
motivo (4) del patrén segun la Figura 3 con un haz de electrones (2) generado por un
cafén (3) (CRESTEC CABL-9500C) y acelerados hacia la pelicula (1), siendo la
energia de los electrones de 50 KeV y la dosis de 2 mC/cm?, produciendo la rotura de
enlaces quimicos. La escritura se realizd gracias al movimiento de la plataforma (6)
sobre la que se encuentra situado el substrato (5). Se sumergié entonces la pelicula
(1) adherida al substrato (5) en un revelador de tetrahidrofurano (THF) durante un
minuto que elimind la zona irradiada (4) dando lugar al patrén deseado (7). A
continuacion se aplicé calor (170 °C, 30 min) a la pelicula estructurada (1,7)
convirtiéndola en una pelicula estructurada polimerizada o entrecruzada (8,9).
Finalmente se extrajeron las moléculas de rodamina de la pelicula estructurada
entrecruzada (8,9) por inmersion de la pelicula entrecruzada en una disolucion de
etanol con &cido trifluoroacético (TFA) al 10 % (v/v), obteniendo una pelicula de MIP
con estructuras sub-micrométricas (10,11) de acuerdo con el patron escrito (4) con el
haz de electrones (2) (Figura 3). El patrén obtenido es capaz de detectar moléculas de

Rodamina 123, es decir, es un sensor de Rodamina 123 basado en MIPs.
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Reivindicaciones

1. Método de obtencion de una estructura de polimero de impronta molecular,

10

15

20

25

30

caracterizado por que comprende las siguientes etapas:

(a) irradiacién parcial con haz de electrones de una pelicula formada por una
mezcla precursora de polimeros de impronta molecular sobre un sustrato,
en que dicha mezcla precursora comprende cadenas poliméricas
ramificadas;

(b) eliminacién por revelado con un disolvente quimico de las moléculas
afectadas por dicha irradiacion con haz de electrones,

(c) polimerizacion de la pelicula resultado de la etapa b); y

(d) extraccion de dicho analito de la pelicula polimerizada del paso c) por

lavado quimico.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado por que comprende la etapa
previa de preparar dicha pelicula sobre el substrato por técnica de espineado.
Método segun una de las reivindicaciones 1 6 2, caracterizado por que dicho
sustrato es una oblea de silicio.

Método segun una de las reivindicaciones 1 6 2, caracterizado por que dicho
sustrato es un vidrio.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que
dicha irradiacién de la etapa a) se realiza con una maquina de litografia por haz
de electrones.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que la
zona no irradiada de la pelicula resultado de la etapa a) es inferior a 1 um en
alguna de sus dimensiones.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que
dicho analito es una molécula organica seleccionada entre el grupo formado
por péptidos, antibidticos, pesticidas, micotoxinas, drogas, colorantes,
biomoléculas y moléculas sintéticas de biomoléculas.

Método segun la reivindicacion 7, caracterizado por que dicha molécula
organica es un colorante.

Método segun una de las reivindicaciones 7 u 8, caracterizado por que dicha

molécula organica es una molécula fluoréfora.
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Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que
dicho disolvente quimico de la etapa b) es tetrahidrofurano, metanol o
isopropanol, o sus mezclas.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado por que
dicha polimerizaciéon de la etapa c) se realiza por calor y/o radiacion
electromagnética.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado por que
dicho lavado quimico del paso (d) se realiza en presencia de metanol, etanol,
acetonitrilo, agua, acido férmico, acido acético, acido trifluoracético o sulfato de

tetra-n-butilamonio, o sus mezclas.
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Figura 1
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201330947

1. Documentos considerados.-

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

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2002059184 A2 01.08.2002
D02 US 20060079648 Al 13.04.2006
D03 WO 2009118525 Al 01.10.2009

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

El objeto de la invencién es un método de obtencién de una estructura de polimero de impronta molecular en varias
etapas y una estructura de polimero de impronta molecular que presenta un area polimerizada funcional parcial.

El documento D01 divulga un método de obtencién de particulas poliméricas de impronta molecular que pueden unirse
selectivamente a compuestos especificos (ver pagina 8, lineas 15-17), y que utiliza un propelente como disolvente y agente
dispersante (ver pagina 1, lineas 8-13). En la primera etapa una corriente de particulas se somete a una fuente de energia
(radiante o calor) suficiente para provocar una polimerizacion inicial, en la que la viscosidad de las particulas aumenta y
comienza a establecerse su morfologia fisica. De esta manera se llega a particulas parcialmente polimerizadas que
comprenden la molécula patron o analito que, en una segunda etapa, se depositan sobre la superficie de un soporte, donde
se someten nuevamente a energia, lo que da lugar a la polimerizacién total de la matriz de particulas directamente sobre el
soporte (ver pagina 12, lineas 11-28). El analito se extrae después de la formacién de las particulas poliméricas, utilizando
un exceso de propelente o cualquier otro fluido supercritico (ver pagina 13, lineas 16-18). Como patrén puede utilizarse
cualquier molécula o sustrato quimico o biolégico (toxina, carcinégeno, antigeno, enzima, etc.) que pueda ser liberado desde
un polimero formado a partir de los monémeros y que incluya dicho sustrato, lo que permite la aplicacion del polimero en
biologia o biotecnologia (ver pagina 9, linea 20-pagina 10, linea 9). La técnica permite la deposicion del polimero de
impronta molecular sobre la superficie de un dispositivo utilizando una mascara temporal que cubra zonas especificas que
deban quedar sin recubrimiento, de forma que las particulas se unan s6lo a las zonas deseadas de la superficie (ver
pagina 20, linea 28-pagina 21, linea 2).

Por tanto, el objeto de la invencion, tal y como se define en la reivindicacién 13, no es nuevo segun lo divulgado en el
documento D01 (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes).

Sin embargo, el procedimiento divulgado en el documento DO1 se diferencia del de la invencion principalmente en que en
este Ultimo la polimerizacion se lleva a cabo sobre una pelicula de los precursores del polimero situada sobre un sustrato,
utilizando como disolvente tetrahidrofurano, metanol y/o isopropanol. Por otro lado, el procedimiento del documento DO1
utiliza mascaras para dejar zonas de la superficie sin recubrir.

El documento D02 divulga un procedimiento para la preparacién de polimeros conjugados de impronta molecular utilizando
iniciadores conjugados, asi como los dispositivos electronicos que comprenden dichos polimeros (ver parrafo [0002]). En la
primera etapa de reaccion se hace reaccionar un monoémero que comprende un grupo iniciador (como ditiocarbamato) con
un compuesto basico, en presencia de un disolvente organico, para obtener un polimero precursor (parrafo [0037]). Dicho
polimero precursor, en una segunda etapa, por calentamiento de una pelicula formada por “spin coating”, se transformara en
un polimero “parcialmente conjugado” que todavia posee grupos iniciadores que no han reaccionado (ver parrafos
[0034]-[0036]). El polimero parcialmente conjugado puede dar lugar, por polimerizacién radicélica bajo radiacion UV, a
polimeros de impronta molecular (ver parrafo [0046]), por reaccion con monémeros funcionales y en presencia de una
molécula patrén, que puede ser organica o inorganica (anticuerpos, antigenos, péptidos, aminoacidos, nucledétidos, etc.) (ver
parrafo [0048]). Después de una etapa de lavado se puede obtener el polimero de impronta molecular con cavidades libres,
una vez liberada la molécula patrén (ver parrafo [0054]), lo que permite el uso de dicho polimero en sensores quimicos y
bioldgicos (ver parrafo [0056]).

En consecuencia, se considera que el objeto de la reivindicacion 13, segun se define en la solicitud, no presenta novedad a
la luz de lo divulgado en el documento D02 (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes).

Por otro lado, el procedimiento divulgado en el documento D02 se diferencia del de la invencién, entre otras caracteristicas,
en que en este Ultimo la mezcla precursora del polimero de impronta molecular utilizada en la primera etapa del proceso
incluye los mondmeros correspondientes, el analito y el disolvente.
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El documento D03 divulga polimeros que incluyen cadenas conjugadas (ver pagina 1, lineas 4-6) que, si se preparan en
presencia de un patron molecular o macromolecular, dan lugar a polimeros de impronta molecular, de forma que una vez
eliminado dicho patrén, los polimeros comprenden cavidades complementarias al patrén en tamafio, forma y funcionalidad,
por lo que son Utiles como sensores para reconocimiento (ver pagina 13, linea 21-péagina 14, linea 7).

Los polimeros divulgados se preparan mediante una polimerizacién o copolimerizacién en dos etapas de un monémero
que comprende dos grupos funcionales reactivos, de forma que la primera polimerizacion tiene lugar sobre uno de los grupos
funcionales, dando lugar a una cadena polimérica conjugada que, en la posterior etapa de polimerizacién, que afecta al
segundo grupo funcional, proporciona el polimero final (ver pagina 11, lineas 6-9; figura 2; pagina 30, ejemplo 9; pagina 32,
ejemplo 12). En una realizacion particular recogida en este documento, sobre una pelicula de un monémero que comprende
dos grupos funcionales reactivos junto a un iniciador y que ha sido generada mediante “spin-coating”, se realiza una primera
polimerizacion iniciada mediante irradiacion a través de una mascara que da lugar a un modelo litogréafico, de forma que el
tratamiento con un disolvente después de la exposicién provoca la disolucién selectiva de los monémeros frente al polimero
(ver pagina 15, lineas 5-23; reivindicaciones).

Por tanto, se considera que el objeto de la reivindicacién 13, tal y como se define en la solicitud, no es nuevo a la luz de lo
divulgado en el documento D03 (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes).

Sin embargo, el procedimiento de la invencion se diferencia del divulgado en el documento D03, principalmente, en que este
Ultimo se basa en la polimerizacién secuencial de dos grupos funcionales con diferente reactividad presentes en el monémero
(ademas del uso de mascaras), en lugar de en la irradiacion parcial de la mezcla.

En consecuencia, no se ha encontrado en el estado de la técnica divulgacion ni sugerencia alguna que pudiera dirigir al
experto en la materia hacia un método de obtencién de una estructura de polimero de impronta molecular en varias etapas
como el de la invencién, que comprende la irradiacion de la mezcla precursora con un haz de electrones, la eliminacion del
las moléculas afectadas con un disolvente quimico, la polimerizacion de la pelicula resultante y la extracciéon del analito de
dicha pelicula polimerizada.

Por lo tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-12 reline, respecto al estado de la técnica, los requisitos de
novedad y actividad inventiva recogidos en los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes.
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