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ES 2564 099 T3

DESCRIPCION
Tobera para la alineacion de particulas en la corriente de liquido

La presente invencion se refiere a una tobera para la alineacion de particulas en una corriente de liquido que
presenta o se compone de un liquido de corriente de nicleo que contiene particulas dentro de un liquido de corriente
envolvente, presentando la tobera un tubito de alimentacion para liquido de corriente de nudcleo, un citometro de flujo
con la tobera y a un procedimiento para la alineacion de particulas en una corriente de liquido, preferentemente un
procedimiento para la fabricacién de al menos una fraccion de las particulas con la etapa de la alineacion de las
particulas, y de la separacion de las particulas en la al menos una fraccién y una fraccion adicional. Las particulas
preferentes que pueden orientarse en una corriente de liquido con la tobera tienen en conjunto forma plana, y son
por ejemplo simétricas con respecto a un plano de corte, de manera que las particulas presentan una seccion
transversal perpendicular a su eje longitudinal con una primera y una segunda dimension, siendo la seccion
transversal mas pequefia en la primera dimension que en la segunda dimension. Las particulas preferentes son
células bioldgicas, por ejemplo células sanguineas, en particular células en forma de plaquitas, espermatozoides de
mamiferos humanos y no humanos, en particular de espermatozoides obtenidos de ganado vacuno macho, cerdo,
borrego, elefante, camello o caballo.

Estado de la técnica

El documento US 6.149.867 describe una tobera de tipo genérico y un procedimiento con una tobera para la
clasificacion de espermatozoides de mamiferos en fracciones de espermatozoide especificas de cromosomas
sexuales. El procedimiento emplea un citdmetro de flujo con una tobera que discurre conicamente que contiene en
su volumen un conducto de admisién para el liquido que contiene espermatozoides, de manera que en la salida de
tobera sale una corriente de nlcleo que contiene espermatozoides rodeados por una corriente envolvente. La
geometria del conducto de admisién para espermatozoides, y en particular la abertura de salida del tubito de
alimentacidn, no se describen con mas detalle.

El documento WO 99/05504 describe una tobera para el empleo en un citdémetro de flujo para la clasificacion de
espermatozoides, que se caracteriza por que la tobera tiene en la seccidn entre la abertura de salida de un tubito de
alimentacion para liquido de corriente de ndcleo que contiene espermatozoides una superficie interior que discurre
fundamentalmente en forma de embudo, que tiene una primera seccion transversal en forma de elipse, y una
seccidn axial adyacente a la misma con seccién transversal en forma de elipse, cuyo eje longitudinal esta girado 90
°C. El tubito de alimentacidn tiene una forma cilindrica y puede estar biselado en la zona de la abertura de salida.

El documento EP 1238261 B1 describe una tobera para un citdémetro de flujo, en la que un tubito de alimentacion
dispuesto coaxialmente en una tobera para liquido de corriente de niicleo que contiene espermatozoides discurre
desde una seccion con diametro exterior cilindrico hasta una seccion transversal sustancialmente rectangular dentro
de una seccion de la tobera en forma de cono truncado, uniéndose aguas abajo de este tubito de alimentaciéon una
seccion de la tobera que se estrecha con seccidn transversal eliptica. La salida del tubito de alimentacion esta
biselada y tiene en la seccion transversal una abertura sustancialmente redonda.

El documento US 2004/0095574 Al describe una célula de flujo con una canula para la inyeccién de un liquido de
muestra en un canal de liquido para liquido envolvente, cuya seccion transversal se estrecha hasta una seccion
transversal plana de una seccién de observacion hacia la que estd orientada un microscopio. La canula discurre
desde una seccion transversal redonda hasta una seccion transversal eliptica en su salida que presenta un ancho
mayor que la zona de observacién del microscopio, por ejemplo 2 mm y una altura de, por ejemplo 50 a 400 um. El
enfoque del liquido de muestra en un plano se realiza, por un lado, a través del estrechamiento del canal de liquido
para el liquido envolvente, que esta dispuesto aguas abajo de la canula, y por otro lado a través de velocidades de
circulacion diferentes de liquido de muestra y liquido envolvente.

El documento WO 2009/1516214 Al describe una tobera para la alineacion de particulas en la que un tubito interior
para liquido de muestra puede presentar por secciones una seccion transversal externa redonda que pasa a una
seccion transversal externa rectangular en el extremo de salida. La seccion transversal interna de este tubito
siempre es cilindrica.

El documento US 2004/0050186 Al describe una tobera que se caracteriza por una superficie interior de entrada
adyacente a la salida de tobera con seccién transversal eliptica. El tubito de alimentacion dispuesto en la tobera
puede tener una seccion transversal externa rectangular.

El documento EP 0288029 A2 describe una camara de microfluido para el analisis éptico de células que presenta un
canal de circulacién para liquido envolvente con una salida que se estrecha hacia una seccién transversal
rectangular, estando situada en el canal de circulacién una tobera para liquido de muestra.

Kachel et al., The Journal of Histochemistry and Cytometry 774-78 (1977) describen la alineacién de particulas en
una tobera que presenta, aguas abajo del tubito de alimentacién redondo para liquido de corriente de nucleo que
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contiene particulas, una seccion transversal extendida que se estrecha para la alineacion hidrodinamica de las
particulas.

Estas toberas conocidas para citdmetros de flujo generan a través de la seccion transversal eliptica simple o doble
de la tobera una alineacion de las particulas. Esto se atribuye a un aumento de presion por secciones a través de las
dos superficies de toberas enfrentadas, que estan dispuestas unas junto a otras mas cerca que las superficies de
tobera que estan situadas en el radio de elipse mayor. Dado que estas relaciones de presion y de corriente
asimétricas actdan en la corriente envolvente y la corriente de ndcleo dispuesta en la misma, este procedimiento se
denomina también alineacion hidrodinamica de las particulas.

Objetivo de la invencién

Frente al estado de la técnica, la presente invencion se basa en el objetivo de facilitar una tobera alternativa para la
alineacion de particulas, y un procedimiento para la alineacién de particulas no rotacionalmente simétricas, en
particular espermatozoides de mamiferos, en una corriente de liquido.

Descripcion general de la invencion

La invencion consigue el objetivo mediante una tobera de acuerdo con la reivindicacion 1, y un procedimiento de
acuerdo con la reivindicacion 15, en particular mediante una tobera, en la que un tubito de alimentacién para liquido
de corriente de nucleo con su boca desemboca en una tobera, y preferentemente tobera y tubito de alimentacién
estan dispuestos en un eje comun, de manera que el tubito de alimentacion puede designarse también discurriendo
coaxialmente respecto a la tobera, presenta opcionalmente en su volumen interior y en perpendicular a su eje
longitudinal una seccién transversal que se expande desde una primera y una segunda dimension, siendo la seccion
transversal en la primera dimensién menor que en la segunda dimensién, de manera que el tubito de alimentacion al
menos en una seccidn adyacente a su boca presenta una seccién transversal interna extendida, no rotacionalmente
simétrica. La seccién adyacente a la boca del tubito de alimentacion se extiende por toda la longitud del tubito de
alimentacion que esta dispuesto dentro de la tobera, en particular por la seccién del tubito de alimentacién entre el
primer extremo de la tobera que esté situada en frente de su abertura de salida, y su boca. El tubito de alimentacion
termina en una boca que esta dispuesta a una distancia con respecto a la abertura de salida de la tobera, de manera
que el liquido de corriente de nucleo que sale de la boca del tubito de alimentacion se rodea de liquido de corriente
envolvente, se acelera y se extiende a través de la seccién transversal interna que discurre hacia la abertura de
salida y sale de la abertura de salida. De acuerdo con la invencion, la alineacion de las particulas se provoca por la
seccion transversal interna del tubito de alimentacion extendida en una dimensién. En la seccion de la tobera que se
une a la boca del tubito de alimentacién hasta su abertura de salida, el liquido de corriente de nlcleo que sale del
tubito de alimentacién contacta con las particulas de liquido de fluido envolvente contenidas en el mismo. Dado que
las particulas, debido a su paso a través del tubito de alimentacion presentan una alineacion constante con respecto
a la seccion transversal interna del tubito de alimentacién, o bien con respecto a su forma plana, en el uso de la
tobera mediante una velocidad del liquido de corriente envolvente mas alta frente al liquido de corriente de nicleo se
realiza un distanciamiento de las particulas unas de otras, contribuyendo solo adicionalmente a la alineacién una
alineacion hidrodinamica a través de un gradiente de presion lateral sobre el liquido de corriente de nucleo, que se
genera por una tobera eliptica. De manera preferente, la tobera esta instalada de manera que no aparece un
gradiente de presién que actla lateralmente sobre el liquido de corriente de nucleo, por ejemplo mediante una forma
rotacionalmente simétrica de la seccidn de la tobera, al menos entre la boca del tubito de alimentacién y la abertura
de salida de la tobera.

La seccion transversal interna del tubito de alimentacién de la tobera de acuerdo con la invenciéon permite una
alineacion de las particulas, por ejemplo con su separacion siguiente en fracciones, preferentemente a velocidades o
bien tasas de clasificacion altas, dado que la aceleracién del liquido de corriente de nucleo a través de una velocidad
mas alta lleva sustancialmente solo a la aceleracion a lo largo del eje de tobera, sin modificar de manera significativa
la uniformidad de la alineacién de las particulas tras la salida del tubito de alimentacion. A diferencia de ello, en el
caso de toberas convencionales con tubitos de alimentacién rotacionalmente simétricos, y en el caso de una tobera
eliptica simple o doble en la seccion de tobera entre boca del tubito de alimentacién y abertura de salida de la
tobera, las velocidades mas altas del liquido de corriente envolvente llevan a la modificacion del gradiente de presion
lateral sobre el liquido de corriente de nicleo, y por lo tanto a alineacion de las particulas exclusivamente
hidrodindmica. Por lo tanto, en el caso de toberas convencionales una velocidad mas alta lleva a una alineaciéon
menos uniforme de las particulas, mientras que se consigue una buena alineaciéon a velocidades bajas. Para los
propositos de la invencion, el tubito de alimentacion puede ser un canal cerrado de manera extensa y puede
denominarse como tal.

La tobera de acuerdo con la invencién puede presentar una seccion transversal interna eliptica simple o doble y es
preferentemente rotacionalmente simétrica, es decir con seccion transversal interior de entrada, redonda, dado que
la alineacién de las particulas se realiza dentro del tubito de alimentacién que forma la corriente de nicleo. Dado que
la alineacion de las particulas se realiza solo en la corriente de nucleo, es decir sin contacto con el liquido de
corriente envolvente, el procedimiento de acuerdo con la invencion puede denominarse también alineacion mecanica
de las particulas. Se supone que las particulas se orientan en la seccién transversal del tubito de alimentacién
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extendida en una dimension porque en el paso del tubito de alimentacién con el liquido de corriente de nicleo que
contiene particulas se configura una corriente laminar con un gradiente de velocidad que orienta las particulas.

En general la invencién se refiere a una tobera de acuerdo con la reivindicacién 1 para la alineaciéon de particulas
para un citbmetro de flujo con un primer extremo y un segundo extremo enfrentado, y un tubito de alimentacion para
liquido de corriente de nucleo, dispuesto en el volumen interior de la tobera que esta dispuesto coaxialmente en la
tobera en una seccién adyacente a su boca, presentando el tubito de alimentaciéon una primera abertura de entrada
para liquido de corriente de ndcleo y un orificio que esta distanciado con respecto a una abertura de salida dispuesta
en el segundo extremo de la tobera, y presentando la tobera una segunda abertura de entrada para liquido de
corriente envolvente, siendo la seccion transversal interna del tubito de alimentacion para liquido de corriente de
ndcleo al menos en una seccién adyacente a su boca en una primera dimensién mas pequefia que en una segunda
dimensién. Preferentemente, el tubito de alimentacién presenta una seccion transversal interna rectangular cuya
extension longitudinal esta situada en la segunda dimensién, en particular, el tubito de alimentacién presenta una
seccion transversal interna ovalada, cuya extension longitudinal esta situada en la segunda dimensién. En particular,
la primera dimension es mas pequefa en al menos el factor 0,3 a 0,9 que la segunda dimension. La tobera puede
presentar una conexidn eléctrica que se adentra en el volumen interior de la tobera. Preferentemente, la tobera
presenta un cristal piezoeléctrico en una distancia con respecto al primer extremo de la tobera en una pared que
cierra la seccion transversal de la tobera excepto el tubito de alimentaciéon, de manera que la tobera esta instalada
para la generacion de una corriente de gotitas.

La tobera de acuerdo con la invencién puede dividirse en cuatro secciones I, II, lll y IV. La seccion | comprende el
primer extremo de la tobera que se forma por un elemento de sujecion, y puede adoptar sustancialmente una forma
cilindrica, clbica, en forma de paralelepipedo o prismatica. La seccion Il esta situada entre seccion | y seccion Il 'y
presenta una forma entrante con seccién transversal interna eliptica, o con una seccién transversal interna
rotacionalmente simétrica, en particular con forma de cilindro rotacionalmente simétrica o forma de cono truncado.
Preferentemente, la seccién transversal interna en la seccion Il es una seccién transversal interna rectangular que
disminuye hacia la abertura de salida de tobera o una seccion transversal interna de simetria puntual con respecto al
eje longitudinal del tubito de alimentacién, en cuyo volumen interior discurre el tubito de alimentacién para liquido de
corriente de nucleo, preferentemente de manera coaxial. La seccién transversal interna de la seccién Il puede
delimitarse por ejemplo mediante un soporte y una tapa paralela al mismo que son preferentemente planos y
abarcan el tubito de alimentacién. En esta forma de realizacion, el soporte y tapa forman entre el tubito de
alimentacién y paredes, que estan distanciadas por el tubito de alimentacion y unen soporte y tapa, la seccién
transversal interna para liquido envolvente. El volumen interno de la tobera en la seccion Il comprende en esta forma
de realizacién el tubito de alimentacién y se carga con el procedimiento de acuerdo con la invencion sustancialmente
de liquido de corriente envolvente. La seccién Il esta dispuesta entre seccién Il y seccion IV y presenta
preferentemente una seccién transversal interna simétrica con respecto al eje longitudinal del tubito de alimentacion,
por ejemplo una seccion transversal interna rotacionalmente simétrica por completo o una seccion dispuesta, entre
un soporte y una tapa enfrentada, que estan dispuestos en una distancia en paralelo al eje longitudinal del tubito de
alimentacion, de una forma rotacionalmente simétrica, preferentemente cilindrica que se forma sustancialmente por
la seccion dirigida al primer extremo de la tobera de un inserto de tobera dispuesto en el segundo extremo de la
tobera. La seccion Ill puede presentar, por ejemplo, una seccion transversal interna rotacionalmente simétrica por
completo, por ejemplo en forma de cono truncado con tubito de alimentacién coaxial 0 una seccién transversal
interna de dos secciones distanciadas a través del tubito de alimentacién con seccidn transversal rectangular en
cada caso, que forman una secci6n de la seccion transversal interna rotacionalmente simétrica por completo,
pudiendo estrecharse la seccion transversal interna en direccion a la seccion IV. Las secciones con seccion
transversal rectangular en cada caso pueden estar formadas entre el soporte y la tapa, y estar limitadas en una
distancia a ambos lados con respecto al tubito de alimentacion a través de las paredes de la tobera. En el interior de
la seccion Il de la tobera, discurre preferentemente coaxial respecto a la tobera el tubito de alimentacion para liquido
de corriente de nucleo, cuya boca esta dispuesta en el extremo de la seccion Il dirigido al segundo extremo de la
tobera. Esta seccion Il puede presentar, por ejemplo, para la alineacion de espermatozoides de mamiferos no
humanos una longitud de 1 a 200 mm, preferentemente de 5 a 100 mm, o hasta 50 o hasta 20 mm.

La seccién IV se encuentra en el segundo extremo de la tobera, se estrecha hacia la abertura de salida dispuesta en
el segundo extremo de la tobera y esta configurada opcionalmente rotacionalmente simétrica, preferentemente en
forma de cono o en forma de cono truncado o puede presentar una seccion transversal rectangular que se reduce
hacia la abertura de salida de la tobera. La seccién IV puede estar formada entre un soporte y una tapa distanciada
del mismo que pueden ser planos en cada caso, y estar limitada a través de las paredes de la tobera que se
extienden entre soporte y tapa. En general, la abertura de salida de la tobera es preferentemente circular. La seccién
IV puede presentar una seccion transversal rectangular y pasa preferentemente a una seccion transversal circular
que forma la abertura de salida de la tobera.

Opcionalmente la seccion Il y/o la seccién Ill se omiten, de manera que la tobera se compone el tubito de
alimentacion que esta dispuesto en una seccion adyacente a su boca de manera coaxial en una tobera que limita
con la boca del tubito de alimentacién, presentado la tobera una segunda abertura de entrada para liquido de
corriente envolvente, y comprendiendo la tobera entre su abertura de salida y la boca del tubito de alimentacion una
seccion transversal interna que se estrecha preferentemente hacia la abertura de salida. En esta forma de
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realizacién, la tobera a lo largo de su eje longitudinal y/o a lo largo del eje longitudinal del tubito de alimentacién esta
delimitada en la seccién entre la abertura de salida de la tobera y la boca del tubito de alimentacién, por ejemplo a
través de una pared que se extiende adyacente a la boca. Una pared de este tipo, que forma por ejemplo el primer
extremo de la tobera puede extenderse de manera plana, convexa o céncava en particular con seccion transversal
parabdlica alrededor del tubito de alimentacién, y por ejemplo limitan con una pared de tobera en forma de cono o
con soporte y tapa distanciados del eje del tubito de alimentacion con paredes dispuestas entre estos, que expanden
el volumen interno de la tobera, pudiendo estar dispuesta en la pared una segunda abertura de entrada para liquido
de corriente envolvente en la pared. La segunda abertura de entrada esta instalada en particular hacia la entrada
laminar de liquido de corriente envolvente, por ejemplo como abertura de entrada de un conducto para liquido de
corriente envolvente, cuyo eje longitudinal esta dispuesto en paralelo al eje longitudinal del tubito de alimentacion,
y/o como abertura de entrada que esta situada en paralelo respecto a la boca del tubito de alimentacién y/o en el
plano de la boca del tubito de alimentacién. La tobera puede presentar en particular una seccién transversal interna,
como se describe para cada forma de realizacion para la seccion de la tobera entre boca del tubito de alimentacién y
abertura de salida, por ejemplo con respecto a la seccion IV.

Las secciones individuales pueden estar configuradas de manera integral o estar soldadas entre si, o estar unidas
entre si de manera separable, estar atornilladas entre si por ejemplo mediante roscas para que pueda realizarse una
limpieza sencilla de las partes individuales.

De manera preferente, las secciones |, Il y Ill tienen un eje longitudinal comin sobre el que discurre el tubito de
alimentacion para liquido de corriente de ntcleo.

La tobera de acuerdo con la invencion presenta una seccion transversal interna a lo largo de un eje longitudinal que
une un primer extremo con un segundo extremo. La seccidn transversal interna disminuye en este caso por la
superficie continuamente desde el primer al segundo extremo de la tobera, independientemente de su forma,
pudiendo permanecer constante por secciones. La seccion | de la tobera se forma sustancialmente por un elemento
de sujecién, en el que una primera abertura de entrada esta empotrada para liquido de corriente de nucleo que se
forma por el tubito de alimentacién para liquido de corriente de nulcleo, de manera que las particula contenidas en el
liguido de corriente de nucleo pueden bombearse directamente hacia el tubito de alimentacion para liquido de
corriente de nucleo. El tubito de alimentacion une el primer extremo de la tobera a lo largo del eje longitudinal de la
tobera con un segundo extremo enfrentado de la tobera.

El tubito de alimentacion para liquido de corriente de nucleo presenta una seccion externa en perpendicular a su eje
longitudinal y una seccién transversal interna que estan expandidas en cada caso en una primera y una segunda
dimensién. La primera dimension de la seccion transversal interna del tubito de alimentacién para el liquido de
corriente de nucleo que contiene particulas tiene en este caso una dimension mas reducida que en la segunda
dimensién, de manera que la superficie de seccidn transversal interna del tubito de alimentacién esta extendida. En
una forma de realizacion preferente, la seccion transversal interna en la primera dimension es al menos en el factor
0,2 a 0,8 menor que en la segunda dimension. Esta seccion transversal interna extendida a lo largo de la segunda
dimensién tiene la ventaja de que ya se alcanza hasta la boca del tubito de alimentacién una alineacién de las
particulas. Este efecto aumenta con una diferencia en cuanto a la cantidad de la primera y de la segunda dimension
que expande la seccidn transversal interna del tubito de alimentacion, de manera que la seccién transversal interna
preferentemente en la primera dimensién es al menos en el factor 0,3 a 0,9 preferentemente al menos en un factor
de 0,5 a 0,8 menor que en la segunda dimension.

Las particulas o células que pasan por el tubito de alimentacién para liquido de corriente de nlcleo experimentan a
través de la geometria de la superficie interna del tubito de alimentacion en cada caso la misma alineacion hacia el
tubito de alimentacion, manteniéndose esta alineacion tras la salida de liquido de corriente de ndcleo que contiene
particulas desde la boca del tubito de alimentacion a través de la seccion entre la boca del tubito de alimentacion y la
abertura de salida de la tobera. Para la mejor alineacién se prefiere que el factor desde la primera hacia la segunda
dimensién de la seccidn transversal a través de las particulas a lo largo de su eje longitudinal sea igual al factor de la
primera hacia la segunda dimensién que expanden la seccidn transversal interna a través del tubito de alimentacion
para liquido de corriente de nicleo.

En una primera forma de realizacion, la seccion transversal interna del tubito de alimentacién es eliptica, en una
segunda forma de realizacion, rectangular. Una seccion transversal interna rectangular, puede ascender por ejemplo
en la primera dimension de 50 um a 200 um, preferentemente de 50 a 150 um, y en la segunda dimension de 75 um
a 300 um, preferentemente hasta 200 um. En el caso de una seccion transversal interna eliptica, el diametro
pequefio que esta en la primera dimension, puede ascender de 50 pm a 200 um, preferentemente de 50 a 150 um, y
el diametro grande que esta en la segunda dimension puede ascender de 75 um a 300 um, preferentemente hasta
200 pm.

El espesor de pared del tubito de alimentacion para liquido de corriente de ndcleo puede ser constante por toda la
longitud, aumentar desde el primer al segundo extremo de la tobera o disminuir del primer al segundo extremo de la
tobera.

La seccion transversal externa del tubito de alimentacion para liquido de corriente de nudcleo se expande en
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perpendicular al eje longitudinal del tubito de alimentacion desde una primera y una segunda dimension, que estan
preferentemente expandidas en paralelo a la primera o bien a la segunda dimensién de la seccion transversal
interna, siendo la seccién transversal externa también en su primera dimensibn menor que en su segunda
dimensién. La primera y la segunda dimensién que expanden la seccién transversal externa del tubito de
alimentacion pueden ser en este caso alternativamente de tamafios diferentes o adoptar valores idénticos, de
manera que la seccion transversal externa sucesivamente puede ser redonda o extendida independientemente de la
geometria de la seccion transversal interna.

La seccion transversal interna expandida en perpendicular al eje longitudinal del tubito de alimentacién puede
reducirse desde el primer extremo de la tobera hacia el segundo extremo de la tobera a lo largo del canal de
circulaciéon, o permanecer constante. En una forma de realizacion preferente, la seccion transversal interna es
constante por toda la longitud del tubito de alimentacion. En formas de realizacién en las que la seccion transversal
interna se reduce, se prefiere que la relacion de la primera con respecto a la segunda dimension, que expanden la
seccion transversal interna, permanezca aproximadamente constante.

También la seccion transversal externa puede reducirse o permanecer constante a lo largo del canal de circulacion.
En una forma de realizacion preferente, la seccion transversal externa se estrecha por la longitud del tubito de
alimentacion, preferentemente con espesor de pared constante por la longitud.

El tubito de alimentacion para liquido de corriente de nicleo puede ser opcionalmente eléctricamente conductor para
transmitir un impulso eléctrico al liquido de corriente de nucleo.

En el elemento de sujecion esta dispuesta una segunda abertura de entrada para liquido envolvente conectada a
una alimentacién de liquido envolvente. La segunda abertura de entrada esta empotrada preferentemente en el
elemento de sujecion y dispuesta preferentemente mas cerca en el primer extremo de la tobera que en el segundo
extremo de la tobera, por ejemplo en el revestimiento o bien en una pared del elemento de sujecion. Mediante el
conducto de admisioén del liquido envolvente a la tobera el liquido envolvente reviste el tubito de alimentacion para
liguido de corriente de nicleo el menos en la seccion IV, que esta dirigida al segundo extremo de la tobera.
Preferentemente la seccion IV para liquido envolvente se estrecha en forma de cono truncado desde el extremo
dirigido al primer extremo de la tobera hacia su extremo dirigido al segundo extremo de la tobera, estando dispuesto
el tubito de alimentacion en el mismo de manera coaxial.

La seccion IV de la tobera puede estar formada por un inserto de tobera que se conecta a la seccion Il de manera
estanca al liquido y preferentemente de manera separable. Tanto la alimentacion de liquido envolvente como
también el tubito de alimentacién desembocan en la seccion 1V, o bien el inserto de tobera que esta dispuesto en el
segundo extremo de la tobera y es preferentemente rotacionalmente simétrico. La seccién IV o bien el inserto de
tobera, en la seccion dirigida al segundo extremo de la tobera, presenta o se compone de una seccién que se
estrecha. La abertura de salida del inserto de tobera que forma la abertura de salida de la tobera esta configurada
preferentemente circular. La abertura de salida del inserto de tobera que forma la abertura de salida de la tobera
esta configurada preferentemente circular. La abertura de salida de la tobera es preferentemente mas pequefia que
la boca del tubito de alimentacion. Segun una forma de realizacion preferente, la abertura de salida del inserto de
tobera esta configurada en perpendicular a su eje longitudinal sustancialmente redonda.

El tubito de alimentacion para liquido de corriente de nicleo puede estar fijado en una seccién de la tobera enfrente
de su abertura de salida, en particular en el elemento de sujecion.

En una forma de realizacion preferente, el tubito de alimentacion se forma por un soporte, dos bloques distanciados
dispuestos sobre el soporte, que también pueden denominarse nervios y por una tapa distanciada con respecto al
soporte. Preferentemente soporte y tapa son aproximadamente planos y paralelos en cada caso. Los bloques
pueden estar configurados de manera integral con el soporte. Entre soporte y tapa estan dispuestas paredes en una
distancia con respecto a los bloques que forman la pared de la tobera. En este caso, soporte y tapa se extienden a
ambos lados del tubito de alimentacién hasta las paredes, y forman entre ellos y los bloques y paredes, la seccién
transversal interna de la tobera, que se extiende alrededor del tubito de alimentacion, por ejemplo en seccion Il y/o
seccion |l de la tobera. La seccion IV de la tobera entre la boca del tubito de alimentacién y la abertura de salida de
la tobera puede estar configurada por paredes dispuestas entre soporte y tapa, o estar configurada por un inserto de
tobera que se une a las paredes de manera estanca al liquido y se estrecha con seccion transversal interna eliptica
o circular hacia la abertura de salida. Tapa y soporte pueden estar dispuestos en la seccién en la que delimitan el
tubito de alimentacién entre los bloques, en la misma, en una mayor o en menor distancia que en la seccion en la
que se extienden entre los bloques y las paredes, y delimitan la seccion transversal interna de la tobera. Las paredes
en la seccion de la tobera entre la boca del tubito de alimentacion y la abertura de salida de la tobera pueden estar
aplicadas sobre el soporte y/o la tapa, en particular pueden estar configuradas de manera integral con el soporte y/o
la tapa, y opcionalmente el soporte y la tapa se extienden hasta la abertura de salida.

En cada forma de realizacion, la seccion transversal interna de la seccién Il de la tobera entre el tubito de
alimentacién y su pared interna distanciada del mismo puede ser constante a lo largo del eje longitudinal de la tobera
0 estrecharse en la direccion a la abertura de salida de tobera. Preferentemente los bloques presentan superficies
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externas dirigidas a la tobera que se estrechan en la direccién a la boca del tubito de alimentacion, preferentemente
superficies externas que estan dispuestas en la seccion lll, en la que las paredes de la tobera forman una seccién
transversal que se estrecha hacia la abertura de salida, aproximadamente en paralelo a las paredes de la tobera.

En esta forma de realizacion, la tobera puede presentar o componerse de un soporte y una tapa preferentemente
paralela, paredes dispuestas entre estos que delimitan la seccidn transversal interna de la tobera, y blogues
distanciados dispuestos entre soporte y tapa, estando configurada opcionalmente la seccion de la tobera entre la
boca del tubito de alimentacién y la abertura de salida de la tobera por las paredes o por un inserto de tobera que se
une a las paredes, al soporte y a la tapa de manera estanca al liquido.

La fabricacion de una tobera de esta forma de realizacién puede realizarse mediante disposicién, o bien
configuracion integral de las paredes que delimitan la tobera sobre un soporte, en particular incluyendo la seccién de
la tobera entre la boca del tubito de alimentacion y la abertura de salida de la tobera, mediante disposicién o bien
configuracion integral de los bloques en una distancia entre si sobre el soporte y/o sobre la tapa, y disposicion de
soporte y tapa uno contra otra. Dado que las paredes y bloques se extienden en cada caso de manera estanca al
liquido entre soporte y tapa, el soporte, tapa y los bloques forman entre ellos el tubito de alimentacion. Las paredes
forman con las superficies de los bloques dirigidas hacia ellas el canal de circulacion para el liquido envolvente. La
abertura de salida de la tobera se forma en una distancia desde la boca del tubito de alimentacion de las paredes,
soporte y tapa. Las paredes de los bloques y la seccién del soporte dispuesta en los bloques y/o de la tapa que
expanden la seccion transversal interna del tubito de alimentaciéon pueden generarse porque de un blogue grande
dispuesto sobre el soporte y/o tapa, configurado en particular de manera integral con soporte y/o tapa se retira el
material que esta dispuesto en la seccion transversal interna del tubito de alimentacion, por ejemplo mediante
fresado o corte lasérico del bloque grande a lo largo del eje longitudinal del tubito de alimentacion. Alternativamente
puede fabricarse una tobera en particular de esta forma de realizacién mediante fundicién por inyeccién. La abertura
de entrada para liquido de corriente envolvente puede estar dispuesta en una pared que une soporte y tapa.
Preferentemente al menos un generador de oscilaciones denominado en general cristal piezoeléctrico esta dispuesto
en o adyacente a una pared o bien elemento de sujecién frente a la abertura de salida de la tobera.

Preferentemente, soporte, bloques y tapa, y opcionalmente paredes dispuestas entre soporte y tapa, que forman la
seccion de la tobera entre la boca del tubito de alimentacion y la abertura de salida de la tobera se componen de
plastico.

El procedimiento de acuerdo con la invencién segun la reivindicacién 15 para el fraccionamiento de particulas,
preferentemente para la fabricacion de una fraccion de particulas, en particular usando la tobera presenta las
siguientes etapas:

- facilitar un liquido de corriente de ndcleo que contiene particulas,

- facilitar un liquido de corriente envolvente,

- bombear el liquido de corriente de ndcleo que contiene particulas a través de una primera abertura de entrada
para liquido de corriente de ndcleo de una tobera que preferentemente estd empotrada en un elemento de
sujecion dispuesto en la tobera,

- bombear el liquido de corriente envolvente a través de una segunda abertura de entrada de la tobera para liquido
de corriente envolvente,

- paso por la tobera de liquido de corriente de ndcleo en una corriente de ndcleo que presenta una seccion
transversal en perpendicular a su eje longitudinal que se expande en una primera dimensién y una segunda
dimensién, siendo la seccion transversal en la primera dimension mas pequefia que en la segunda dimensién por
medio del bombeo del liquido de corriente de nucleo a través de un tubito de alimentacion que presenta una
seccion transversal que es mas pequefia en una primera dimension que en una segunda dimension,

- paso por la tobera de liquido de corriente envolvente, conduciéndose este a través de un suministro de liquido
envolvente que esta dispuesto de manera extensa alrededor del tubito de alimentacion para liquido de corriente
envolvente y siendo coaxial a este, en el que en una seccién, que esta situada entre la boca del tubito de
alimentacion y la abertura de salida de la tobera, la corriente de nucleo esta comprendida o puede contactarse
directamente con corriente envolvente,

- opcionalmente dejar entrar liquido de corriente de nucleo y liquido de corriente envolvente en un inserto de
tobera,

- dejar salir el liquido de corriente de nucleo revestido por liquido de corriente envolvente a través de la abertura
de salida de la tobera.

- opcionalmente el procedimiento contiene la etapa de la deteccion de una propiedad de las particulas y,

- opcionalmente de manera adicional la etapa del tratamiento (por ejemplo mediante radiacién por laser) y/o de la
desviacion del liquido que contiene particulas en contendedores separados, en funcién de una propiedad
detectada, por ejemplo por medio de un campo eléctrico a través del cual pasa el liquido que contiene particulas
tras el sometimiento a una carga eléctrica en funcion de la propiedad detectada. Preferentemente la tobera se
pone a vibrar, por ejemplo mediante excitacién de un generador de vibraciones que lleva a la formacién de una
corriente de gotitas que contienen particulas.

Es especialmente preferente el procedimiento para la fabricacion de fracciones de espermatozoides clasificadas de
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manera especifica de cromosomas sexuales, por ejemplo con la etapa de la detecciéon del cromosoma sexual,
directamente o indirectamente a través de la deteccién del contenido de ADN total, de los espermatozoides de
mamiferos que salen de la tobera y desviacién de los espermatozoides de mamiferos de acuerdo con el cromosoma
sexual detectado en fracciones separadas, tal como se conoce en general, por ejemplo, por el documento US
5,135,759 con carga eléctrica de las gotitas de liquido que contienen espermatozoides que salen de la tobera y su
desviacion entre placas cargadas, o de acuerdo con el documento W02010/149739 por medio de desviacion de
gotitas de liquido que contienen espermatozoides que salen de la tobera por medio de su evaporacién superficial
mediante radiacion de laser.

El procedimiento puede caracterizarse adicionalmente porque las particulas son espermatozoides de mamiferos no
humanos, que tras la salida en gotitas de liquido con liquido de corriente de nucleo y liquido de corriente envolvente
se desvian de la abertura de salida de la tobera en fracciones separadas de manera especifica del cromosoma
sexual, en las que los espermatozoides estan enriquecidos con respecto a la presencia de un cromosoma sexual. El
procedimiento puede caracterizarse porque se radian gotitas de liquido en funcién de una sefial de deteccion
especifica del cromosoma sexual que esta orientada en una segunda posicién hacia la corriente de fluido que esta
dispuesta en una distancia mayor respecto a la tobera que la primera posicidn de la corriente de fluido, en la que se
detecta una sefial especifica del cromosoma sexual, absorbiéndose la radiacién de laser solo superficialmente por la
gotita de liquido, y evaporandose la gotita de liquido solo superficialmente, y acelerandose y desviandose en la
direccién opuesta a la evaporacion superficial. En particular, la radiacion de laser puede focalizarse en la superficie
de una de las gotas de liquido para la inducciéon de una fotodisrupcion superficial, y/o la radiacion de laser puede
presentar una longitud de onda que se absorbe de la gotita de liquido. Alternativamente, el procedimiento puede
enriquecer los espermatozoides en fracciones especificas del cromosoma sexual porque se cargan eléctricamente
gotitas de liquido en funcién de una sefial de deteccién especifica del cromosoma sexual mediante el sometimiento
de la tobera a carga eléctrica, y a continuacién se desvian mediante el paso a través de un campo eléctrico en
fracciones separadas. El procedimiento es preferentemente un procedimiento de fabricacion para un preparado de
particulas que presentan en perpendicular al eje longitudinal una seccion transversal que es mas pequefia en una
primera dimensién que en una segunda dimension, que son en particular espermatozoides de mamiferos no
humanos, siendo la propiedad detectada la presencia del cromosoma X o del cromosoma Y en un espermatozoide, y
el procedimiento del fraccionamiento de los espermatozoides en funcion de la propiedad detectada en al menos dos
fracciones diferentes, en particular para la fabricacion de una fraccion en la que los espermatozoides estan
enriquecidos con cromosoma X o cromosoma Y, por ejemplo en al menos 90 %, preferentemente en al menos 95%,
de manera mas preferente en al menos 98% o0 al menos 99%. El paso por la tobera de liquido de corriente
envolvente se realiza preferentemente en la seccion Ill en una seccion transversal interna rotacionalmente simétrica
0 en una seccion transversal interna a partir de dos secciones distanciadas a través del tubito de alimentacion con
seccion transversal rectangular en cada caso, pudiendo estrecharse la seccion transversal interna entre tubito de
alimentacion y pared de tobera en la direccion a la seccion IV dispuesta entre seccion Il y la abertura de salida. Las
secciones Il y IV pueden estar formadas con seccidn transversal rectangular en cada caso entre un soporte y una
tapa que se extienden distanciados a ambos lados y en paralelo al eje longitudinal del liquido de corriente de nucleo,
y estar limitadas en una distancia a ambos lados con respecto al tubito de alimentacion a través de las paredes de la
tobera. En la seccion IV que se encuentra en el segundo extremo de la tobera, se estrecha preferentemente la
seccion transversal del liquido de corriente envolvente hacia la abertura de salida dispuesta en el segundo extremo
de la tobera y esta configurada opcionalmente rotacionalmente simétrica, preferentemente en forma de cono o bien
en forma de cono truncado, o puede presentar una seccién transversal rectangular que se reduce hacia la abertura
de salida de la tobera. Tal como se ha descrito con referencia a la seccion lll, la seccion IV puede presentar también
secciones con seccion transversal rectangular en cada caso que se extienden a ambos lados del tubito de
alimentacion y estan formadas entre el soporte y la tapa, y estan delimitadas en una distancia a ambos lados
respecto al tubito de alimentacion a través de las paredes de la tobera. En secciones I, Il y Il el liquido de corriente
de ndcleo circula a través del tubito de alimentacion y entra desde su boca en la seccion IV adyacente en la que se
rodea directamente por el liquido de corriente envolvente. En las secciones |, Il y Ill, el liquido de corriente
envolvente circula preferentemente entre el tubito de alimentacion y las paredes de la tobera, y en la seccién IV
entre el liquido de corriente de nicleo que sale de la boca del tubito de alimentacion y de la pared de tobera. El
guiado del liquido de corriente de nucleo a través del tubito de alimentacién produce una corriente de nucleo, cuya
seccion transversal es mas pequefia en una primera dimension que en una segunda dimension, generando esta
seccion transversal la alineacién regular de particulas con seccion transversal plana que es mas pequefia en una
primera dimensién que en una segunda dimension. Preferentemente el liquido de corriente de nicleo, revestido por
el liquido de corriente envolvente, que esta formado a través de la salida del liquido de corriente de nicleo desde la
boca del tubito de alimentacidn presenta una seccion transversal que es mas pequefia en una primera dimension
gue en una segunda dimension.

La seccion IV de la tobera puede estar formada por un inserto de tobera. El liquido de corriente de nicleo entra en la
seccion 1V de tobera, o bien en el inserto de tobera, que se une a la boca del tubito de alimentacion, sustancialmente
como un rayo con la geometria que corresponde a la seccion transversal interna del tubito de alimentacion. De la
abertura de salida del inserto de tobera sale un liquido de corriente de nucleo revestido por liquido de corriente
envolvente. En el caso de abertura de salida circular de la tobera, el liquido de corriente envolvente en geometria
cilindrica sale de la abertura de salida. Ya que debido a la alineacién de las particulas en el liquido de corriente de
nacleo a través de la seccién transversal interna extendida del tubito de alimentacién la tobera puede presentar una
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seccion IV simple, rotacionalmente simétrica, en forma de cono truncado. En el liquido de corriente envolvente, el
liquido de corriente de nucleo esta dispuesto con seccién transversal extendida en el que las particulas estan
orientadas sustancialmente de manera uniforme, por ejemplo con los lados longitudinales de su seccion transversal
en paralelo a los lados longitudinales de la seccién transversal del liquido de corriente de nucleo, y con los lados
estrechos de su seccién transversal en paralelo a los lados estrechos de la seccién transversal del liquido de
corriente de nucleo, estando dispuesto preferentemente el eje longitudinal de las particulas, por ejemplo de
espermatozoides, en paralelo al eje longitudinal del liquido de corriente de nucleo en el tubito de alimentacion.

En una forma de realizacion preferente, la seccion IV de tobera discurre en forma de cono truncado hacia la abertura
de salida en el extremo dirigido al segundo extremo de la tobera, mientras que la seccion transversal del tubito de
alimentacion por toda su longitud, al menos en su seccion Il permanece constante. En particular en el caso de una
velocidad de circulacion del liquido envolvente en la seccién transversal a la altura de la boca del tubito de
alimentacion, igual o mayor que la velocidad de circulacion del liquido de nucleo, de la seccién transversal interna de
la tobera en la seccion IV que disminuye resulta una aceleracién del liquido de corriente envolvente con respecto al
liquido de corriente de nucleo, por lo que se realiza un aislamiento de particulas del liquido de corriente de nicleo a
lo largo del eje longitudinal del inserto de tobera.

En una forma de realizacion, el liquido de corriente de ndcleo se bombea aproximadamente con el mismo caudal
hacia la primera abertura de entrada que se bombea el liquido de corriente envolvente hacia la segunda abertura de
entrada. Alternativamente, el liquido de corriente de ndcleo también puede bombearse con un caudal hacia la
primera abertura de entrada, que es mayor o menor que el caudal con el que el liquido de corriente envolvente se
bombea hacia la segunda abertura de entrada.

Preferentemente la tobera presenta un generador de vibraciones, por ejemplo un elemento piezoeléctrico que esta
instalado para generar ondas de presion que discurren en perpendicular al eje longitudinal de la tobera, para generar
en la corriente de liquido tras la abertura de salida una corriente de gotas. El generador de vibraciones puede estar
instalado, por ejemplo, en una pared en el primer extremo de la tobera, en particular puede estar fundido, como por
ejemplo en un elemento de sujecion.

La tobera puede estar dispuesta en un citométro de flujo que presenta al menos una primera fuente de radiacion que
esta orientada en una primera seccion de la corriente de liquido que sale de la abertura de salida, por ejemplo un
laser, y un primer detector orientado enfrente de la fuente de radiacién hacia la primera seccion de la corriente de
liquido, generando opcionalmente el detector una sefial que activa un dispositivo de desviacion para desviar, por
ejemplo fraccionar, secciones de la corriente de liquido en funcién de la detecciébn por medio de la sefial.
Opcionalmente, una segunda fuente de radiacidon esta orientada por ejemplo hacia una segunda seccion de la
corriente de liquido entre la primera fuente de radiacién y el inserto de tobera, mientras que un segundo detector
esta orientado en esta segunda seccion. Preferentemente el segundo detector genera una segunda sefial que
controla el dispositivo de desviacion para que se desvian secciones de la corriente de liquido adicionalmente en
funcién de la segunda sefial.

La tobera puede presentar una uniéon de metal y en particular de acero noble para la transmisién de carga, que
preferentemente esta dispuesta en la seccion | de la tobera sobre el soporte a ambos lados del eje longitudinal. La
union de acero noble presenta un contacto eléctrico que puede someter a carga eléctrica al conducto de admision
para liquido de corriente de nucleo y/o al conducto de admisién para liquido de corriente envolvente.
Preferentemente, el contacto eléctrico se controla en funcion de una primera y/o segunda sefial que se obtiene a
través de medicion de las gotitas aisladas por debajo de la abertura de salida. En funcion de la primera y/o segunda
sefial se realiza una carga positiva 0 negativa de las gotitas. De manera correspondiente a su carga, las gotitas
pueden desviarse en direcciones diferentes, de manera que se obtienen al menos dos fracciones.

Descripcion exacta de la invencién

La invencién se describe ahora de manera méas exacta con referencia a las figuras y mediante ejemplos que
esquematicamente muestran

- enlafigura 1 una tobera de acuerdo con la invencion en seccion transversal,

- enlas figuras 2 a 5 cortes a lo largo de la linea A-A en la figura 1,

- enlafigura 6 una vista en planta de una forma de realizacién preferente de la tobera sin tapa,

- enlafigura 7 una tapa para la tobera de acuerdo con la figura 6,

- enlafigura 8 una vista en planta de una forma de realizacién preferente adicional de la tobera sin tapa,
- enlafigura 9 una tapa para la tobera de acuerdo con la figura 8, y

- enlafigura 10 una forma de realizacién adicional de la tobera.

En las figuras los mismos ndmeros de referencia designan elementos de igual funcién. La figura 1 muestra una
tobera de acuerdo con la invencion para la alineacién de particulas para un citometro de flujo con un primer extremo
10 y un segundo extremo 11. En el primer extremo 10 de la tobera se encuentra la seccion | que esta configurada en
este caso cilindrica, y se forma sustancialmente por un elemento 2 de sujecion, a lo largo de cuyo eje longitudinal
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discurre el tubito de alimentacién 5 para liquido de corriente de nudcleo, y en el que estd empotrada una segunda
abertura de entrada 4 para liquido de corriente envolvente. La seccién adyacente Il esta dispuesta coaxialmente con
respecto a la seccién | y se estrecha cénicamente hacia el segundo extremo 11 de la tobera. La seccidn Il cilindrica
adyacente se forma por un inserto de tobera 6 que esta dispuesto en el segundo extremo 11 de la tobera. De
manera coaxial a la seccion Il formada por el inserto de tobera 6 discurre en su volumen interno el tubito de
alimentacion 5 para liquido de corriente de nucleo. La boca 12 del tubito de alimentacion 5 esta situada por ejemplo
entre seccion Ill y seccion IV. La seccién IV se forma también por el inserto de tobera 6, tiene forma de cono
truncado y se estrecha en la direccidn del segundo extremo 11 de la tobera hasta una abertura de salida 7 con
seccion transversal redonda.

Una primera abertura de entrada 1 para liquido de corriente de nicleo se encuentra sobre el primer extremo 10 de la
tobera y esta empotrada en el elemento 2 de sujecion. En la forma de realizacion mostrada, la primera abertura de
entrada 1 para liquido de corriente de nicleo esta empotrada coaxialmente en la seccién de forma cilindrica de la
tobera y se forma por el tubito de alimentacion 5. Este tubito de alimentacién 5 discurre desde el primer extremo 10
de la tobera en la direccion del segundo extremo 11 de la tobera, donde se guia hacia el inserto de tobera 6 y
presenta una boca 12 en una distancia respecto a la abertura de salida 7. El tubito de alimentacién 5 para liquido de
corriente de nucleo y el soporte 2 esta dispuestos coaxialmente.

Sobre el elemento 2 de sujecién esta dispuesta una segunda abertura de entrada 4 para liquido de corriente
envolvente distanciada con respecto a la primera abertura de entrada 1 para liquido de corriente de nicleo. Esta
segunda abertura de entrada 4 se encuentra en la forma de realizacién mostrada en la pared del elemento 2 de
sujecion. A la segunda abertura de entrada 4 esta unida un suministro 9 de liquido envolvente que une el elemento 2
de sujecién con el inserto de tobera 6 dispuesto en el segundo extremo 11 de la tobera. El suministro 9 de liquido
envolvente esta configurado en forma de cono truncado en la zona entre elemento 2 de sujecion e inserto de tobera
6. El tubito de alimentacién 5 discurre coaxialmente al suministro 9 de liquido envolvente en su volumen interno.

Tanto el suministro 9 de liquido envolvente como también el tubito de alimentacion 5 para liquido de corriente de
ndcleo desembocan en un inserto de tobera 6 que esta dispuesto en el segundo extremo 11 de la tobera. El inserto
de tobera 6 presenta de manera adyacente a su abertura de salida 7 que esta configurada de forma circular, una
seccion que se estrecha. El tubito de alimentacion 5 para liquido de corriente de nuicleo esta dispuesto coaxialmente
al inserto de tobera 6, y termina en una distancia con respecto a la abertura de salida 7. El espacio intermedio entre
tubito de alimentacion 5 y pared del inserto de tobera 6 se llena con liquido de corriente envolvente.

Sobre la tobera, estan dispuestos ademas un cristal piezoeléctrico 3 para generar una corriente de gotitas, asi como
una unién 8 de metal o bien acero noble para la transmisién de carga al liquido de corriente envolvente.

La figura 2 muestra un corte a largo de la linea A-A mostrada en la figura 1 y la abertura de salida 7 de la tobera
dispuesta en una distancia respecto a la boca 12. La seccion transversal interna 5A del tubito de alimentacién 5 para
liquido de corriente de nudcleo se expande en una primera dimension y una segunda dimensién que se diferencian de
manera notable entre si en cuanto a la cantidad, en el presente caso por el factor 0,5. De acuerdo con esta forma de
realizacién, la seccion transversal interna 5A presenta la forma de un rectangulo. Las otras secciones transversales
son sustancialmente circulares.

El suministro 9 de liquido de corriente envolvente llena el espacio entre la pared interna del inserto de tobera 6 y la
pared externa del tubito de alimentacion 5 y contacta el liquido de corriente de nudcleo en la seccién entre la boca 12
y la abertura de salida 7 distanciada.

La figura 3 muestra un corte a lo largo de la linea A-A de la figura 1. La seccion transversal interna 5A del tubito de
alimentacién 5 se expande en una primera dimension y una segunda dimensién que se diferencian notablemente en
la cantidad, en el presente caso aproximadamente por el factor 0,3. De acuerdo con esta forma de realizacion, la
seccion transversal interna 5A presenta la forma de una elipse. La seccion transversal 5B externa del tubito de
alimentacion 5, el inserto de tobera 6, el suministro de liquido envolvente y la abertura de salida 7 dispuesta en una
distancia desde la boca 12, presentan una seccion transversal circular.

La figura 4 muestra un corte A-A de la figura 1 y la abertura de salida 7 de la tobera dispuesta en una distancia
desde la boca 12. La seccién transversal interna 5A del tubito de alimentacion 5 es, en una primera dimension,
aproximadamente en el factor 0,3 mas pequefia que en una segunda dimensién, y presenta la forma de una elipse.
También la seccion transversal 5B externa del tubito de alimentacién 5 es, en una primera dimension, mas pequefia
que en una segunda dimensién, y presenta la forma de una elipse. El eje longitudinal de la seccion transversal
interna 5A eliptica esta situado en paralelo al eje longitudinal de la seccion transversal 5B externa eliptica. .

La figura 5 muestra un corte A-A de la figura 1, y la abertura de salida 7 dispuesta en una distancia desde la boca
12. La seccidn transversal interna 5A del tubito de alimentacion 5 tiene la forma de una elipse, y se expande en una
primera dimensién y una segunda dimension, que en el caso presente se diferencian aproximadamente en el factor
0,3. La seccion transversal 5B externa presenta igualmente la forma de una elipse y se expande en una primera y
una segunda dimension. Ambas elipsis se disponen de manera que sus ejes longitudinales estan en angulo recto
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uno respecto a otro.

En la figura 6 se muestra una forma de realizacion preferente, en la que la tobera presenta un soporte 13 y dos
bloques 14, 15 dispuestos sobre el mismo, que estan dispuestos en una distancia uno respecto a otro. Los bloques
14, 15 delimitan con el soporte 13 y una tapa 16 dispuesta frente al soporte 13, que esta mostrada en la figura 7, el
tubito de alimentacion 5. Las superficies del soporte 13 y de la tapa 16 dirigidas unas hacia otras son
preferentemente paralelas y planas. El soporte 13 y la tapa 16 pueden estar formados en cada caso en forma de
placa.

Las superficies de los bloques 14, 15 enfrentadas al tubito de alimentacion 5 forman la parte de la seccion
transversal 5B externa del tubito de alimentacion 5 que delimita con las paredes 17, 18 el trayecto de circulacion
para el liquido de corriente envolvente. Las paredes 17, 18 pueden ser generalmente paralelas unas hacia otras, y
las superficies de los bloques 14, 15, que estan dirigidas a las paredes 17, 18, pueden discurrir en paralelo a las
paredes. La seccion de la tobera entre la boca 12 y la abertura de salida 7 puede estar formada por un inserto de
tobera 6 que se une de manera estanca al fluido a las paredes 17, 18. El inserto de tobera 6 puede estar dispuesto
de manera correspondiente a la figura 6 por secciones dentro de las paredes 17, 18 o por fuera, estando aplicado de
manera preferente en cada caso un saliente 20 sobre la superficie interna de las paredes 17, 18 o bien sobre su
superficie externa, extendiéndose el saliente 20 preferentemente por el soporte 13 y la tapa 16. Las paredes 17, 18
estan dispuestas sobre el soporte 13.

La tapa 16 se extiende hasta el inserto de tobera 6 dispuesto de manera estanca al liquido.

Opcionalmente, entre paredes 17, 18 y soporte 13, o bien tapa 16, puede estar dispuesta una junta 19.
Adicionalmente entre los bloques 14, 15 y la tapa 16 puede estar dispuesta una obturacion 19, preferentemente la
tapa 16 es plana y presenta una superficie elastica como obturacién 19 que se extiende por la parte de su superficie,
que esta dispuesta contra los lados frontales de las paredes 17, 18 dirigidos hacia la tapa, y por la parte de su
superficie que esta dispuesta contra los bloques 14, 15, en particular por la superficie completa de la tapa 16 que se
extiende por lados frontales de las paredes 17, 18 dirigidos hacia ella.

La figura 8 muestra una forma de realizacion preferente en general de la tobera, en la que el tubito de alimentacién 5
esta formado por dos bloques 14, 15 paralelos distanciados entre la superficie plana el soporte 13, y la superficie de
la tapa 16 paralela y distanciada plana, en la que se extienden entre soporte 13 y tapa 16 paredes 17, 18
distanciadas hacia los bloques 14, 15, que se estrechan hacia una abertura de salida 7 distanciada desde la boca 12
del tubito de alimentacion 5. Tal como se muestra en la figura 8, la seccidn de la tobera que se estrecha desde la
boca 12 del tubito de alimentaciéon 5 hacia la abertura de salida 7 puede formarse por las paredes 17, 18 que se
extienden de manera estanca al liquido entre soporte 13 y tapa 6. La segunda abertura de entrada 4 para liquido de
corriente envolvente esta dispuesta en una de las paredes 17, 18, la primera abertura de entrada 1 para liquido de
corriente de nudcleo sobre el primer extremo 10 de la tobera. La tapa 16 mostrada en la figura 9 puede delimitar
mediante disposicion contra las superficies frontales de los bloques 14, 15 y de las paredes 17, 18, en particular con
una obturacion 19 intercalada, la seccién transversal entre tapa 16 y soporte 13, asi como entre paredes 17, 18 y
bloques 14, 15 respecto a dos secciones transversales internas rectangulares para el liquido envolvente, por
ejemplo hasta limitar con un inserto de tobera dispuesto en la seccién IV.

La figura 10 muestra una forma de realizacion en la que la boca 12 del tubito de alimentacion 5 esta dispuesto en
una tobera que estéa limitada en el eje longitudinal del tubito de alimentacion 5 hacia la seccion IV entre la boca 12
del tubito de alimentacion 5 y su abertura de salida 7. La seccion IV se estrecha desde la boca 12 hacia la abertura
de salida 7. Las segundas aberturas de entrada 4 para liquido de corriente envolvente estan dispuestas en el plano
de la boca 12 del tubito de alimentacion 5. La seccion transversal interna 5A del tubito de alimentacion 5 termina en
la boca 12.

Ejemplo 1: deteccion de espermatozoides que contienen cromosomas Y en semen fresco y clasificacién especifica
de sexo

El semen de toro obtenido de manera fresca se diluyé en un diluyente de manera convencional y se incubd con
colorante especifico de ADN, por ejemplo bisbencimida H 33342 (Hoechst) durante 30 a 60 min a una temperatura
de 20 °C a 40 °C, y a continuacién se radio en un citométro de flujo, de acuerdo con el documento US 5125759 o el
documento DE 2005 044 530 con luz de la longitud de onda de excitacion para el colorante. Se midi6 la emisién
respectiva.

La alineacion de los espermatozoides se determind con un detector que estaba orientado directamente aguas abajo
de la abertura de salida hacia la corriente de liquido saliente de gotitas aisladas. Todo el contenido de ADN se
determiné con un detector adicional que estaba orientado adicionalmente aguas abajo hacia la corriente de liquido.
El dispositivo de desviacion presentaba dos placas cargadas de manera opuesta a ambos lados de la corriente de
liquido y un contacto para la carga eléctrica del liquido en la tobera. Esta carga se cargdé como se conoce, en funcién
de la sefial del detector que determina la alineacion de los espermatozoides, y la polaridad de la carga en funcion de
la sefial del detector para determinar el contenido total de ADN. De esta manera, los espermatozoides se desviaron
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en funcion de la sefial detectada a través de un campo eléctrico en fracciones especificas del cromosoma sexual.

Opcionalmente se afadié un fluoruro para la inmovilizacién de los espermatozoides, por ejemplo al liquido de
transporte o envolvente empleado durante el procedimiento de clasificacion, y/o antes o durante la adicion del
colorante para aumentar la penetracion del colorante en los espermatozoides. Los fluoruros se afiadieron en el
intervalo de 0,1 a 100 mM, preferentemente de 10 nM a 10 mM. Se encontré6 que la concentracion 6ptima del
fluoruro, por ejemplo NaF o KF diferia entre diferentes especies y para individuos. La concentracién optima para la
especie es especifica y pudo determinarse en general como la concentracion que en la observacion microscépica
dio como resultado una inmovilizacion de al menos 90 % de los espermatozoides, preferentemente de
sustancialmente todos los espermatozoides. De manera correspondiente, la presente invencion se refiere también a
las composiciones de las fracciones de espermatozoide producidas con el procedimiento de acuerdo con la
invencion, y a un procedimiento para la fabricacion de fracciones de espermatozoides especificas del sexo y
conservacion siguiente de las fracciones de espermatozoide de mamiferos no humanos, en cada caso
preferentemente en presencia de fluoruro y/o medios antioxidantes.

Lista de nimeros de referencia

8 unién de acero noble para la transmision de

carga
1 primera abertura de entrada 9  suministro de liquido
2 elemento de sujecion 10 primer extremo de la tobera
3 cristal piezoeléctrico 11 segundo extremo de la tobera
4 segunda abertura de entrada 12 boca
5 tubito de alimentacion 13 soporte
5A seccion transversal interna del tubito de alimentacion 14 bloque
15 bloque
5B secciodn transversal externa del tubito de alimentacion 16 tapa
17 pared
6 inserto de tobera 18 pared
7 abertura de salida 19 obturacién

20 saliente
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REIVINDICACIONES

1. Tobera para la alineacion de particulas para un citbmetro de flujo con un primer extremo (10) y un segundo
extremo (11) enfrentado y un tubito de alimentacién (5) para liquido de corriente de nucleo, con su boca (12)
dispuesta en el volumen interior de la tobera, que esta dispuesto en una seccion adyacente a su boca (12) en un eje
comun con la tobera, presentando el tubito de alimentacién (5) una primera abertura de entrada (1) para liquido de
corriente de nucleo y su boca (12) esta distanciad con respecto a una abertura de salida (7) dispuesta en el segundo
extremo (11) de la tobera, y la tobera presenta una segunda abertura de entrada (4) para liquido de corriente
envolvente, extendiéndose la seccidén adyacente a la boca del tubito de alimentacion (5) por la longitud completa del
tubito de alimentacién (5) que esta dispuesta dentro de la tobera, y siendo la seccién transversal interna (5A) del
tubito de alimentaciéon (5) para liquido de corriente de nucleo perpendicular al eje longitudinal del tubito de
alimentacion (5), caracterizada por que la seccién transversal interna (5A) del tubito de alimentacién (5) al menos
en la seccion adyacente a su boca (12), en una primera dimension, es mas pequefia al menos en el factor 0,3 que
en una segunda dimension, y por que la seccion transversal interna del tubito de alimentacion (5) es rectangular o
eliptica, y en la primera dimensién asciende de 50 um a 200 um, y en la segunda dimensién de 75 pm a 300 pm.

2. Tobera de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que el tubito de alimentacion (5) presenta una
seccion transversal interna (5A) rectangular cuya extension longitudinal esta situada en la segunda dimension.

3. Tobera de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que el tubito de alimentacion (5) presenta una
seccion transversal interna (5A) ovalada cuya extension longitudinal esta situada en la segunda dimension.

4. Tobera de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que el volumen interno de la
tobera esta limitado a lo largo de su eje longitudinal en la seccion entre la abertura de salida (7) de la tobera y la
boca (12) del tubito de alimentacién (5).

5. Tobera de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que un cristal piezoléctrico (3)
esta dispuesto a una distancia con respecto al primer extremo (10) de la tobera en una pared que cierra la seccién
transversal de la tobera excepto el tubito de alimentacion (5).

6. Tobera de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que la tobera presenta una
conexién eléctrica que contacta el volumen interno de la tobera.

7. Tobera de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que el tubito de alimentacion (5)
presenta dentro de la tobera un espesor de pared constante.

8. Tobera de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que la seccion transversal
interna del tubito de alimentacién (5) disminuye desde el primer extremo (10) de la tobera hasta su boca (12).

9. Tobera de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que el tubito de alimentacion (5)
se forma mediante un soporte (13), una tapa (16) distanciada del soporte (13) y dos bloques (14, 15) distanciados
uno de otro dispuestos entre soporte (13) y tapa (16).

10. Tobera de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que el volumen interno de la
tobera esta limitado por un soporte (13) y una tapa (16) distanciada de este y paredes (17, 18) que se extienden
distanciadas del tubito de alimentacion entre soporte (13) y tapa (16).

11. Tobera de acuerdo con la reivindicaciéon 10, caracterizada por que las paredes (17, 18) estan dispuestas a lo
largo del eje longitudinal del tubito de alimentacion (5) en paralelo a las superficies de los bloques (14, 15) que estan
dirigidas a las paredes (17, 18).

12. Tobera de acuerdo con una de las reivindicaciones 9 a 11, caracterizada por que las superficies dirigidas unas
hacia otras de soporte (13) y tapa (16) son paralelas y planas.

13. Tobera de acuerdo con una de las reivindicaciones 9 a 12, caracterizada por que las paredes (17, 18) discurren
unas hacia otras en una seccion de la tobera que se extiende entre la boca (12) del tubito de alimentacion (5) y la
abertura de salida (7), y forman entre si la abertura de salida (7).

14. Tobera de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizada por que la tobera se estrecha en una
seccion (Ill) hacia la abertura de salida (7) dispuesta en el segundo extremo (11) de la tobera y esta formada por un
inserto de tobera (6) dispuesto de manera estanca al liquido.

15. Procedimiento para la alineacion de particulas en un liquido de corriente de ndcleo que contiene particulas
revestido por liquido de corriente envolvente con las etapas: facilitar un liquido de corriente de nucleo y un liquido de
corriente envolvente, bombear el liquido de corriente de ndcleo a través de una primera abertura de entrada (1) a un
tubito de alimentacion (5), y bombear el liquido envolvente a través de una segunda abertura de entrada (4) y dejar

13



10

15

20

ES 2564 099 T3

salir un liquido de corriente de nucleo revestido por liquido de corriente envolvente en el segundo extremo (11) de
una tobera enfrentado al primer extremo (10) de la tobera a través de una abertura de salida (7), conduciéndose el
liquido de corriente de nucleo en el tubito de alimentacion (5), que esta dispuesto en una seccion adyacente a su
boca (12) sobre un eje comin con la tobera, y siendo la seccion transversal interna (5A) del tubito de alimentacion
(5) perpendicular al eje longitudinal del tubito de alimentacion (5), extendiéndose la secciéon adyacente a la boca del
tubito de alimentacién (5) por la longitud completa del tubito de alimentacion (5) que esta dispuesto dentro de la
tobera, caracterizado por que la seccion transversal interna (5A) del tubito de alimentacién (5) al menos en la
seccién adyacente a su boca (12), en una primera dimension, es mas pequefia al menos en el factor 0,3 que en una
segunda dimension, y por que la seccidn transversal interna del tubito de alimentacion (5) es rectangular o eliptica y
en la primera dimensién asciende de 50 um a 200 um, y en la segunda dimension de 75 um a 300 pum.

16. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 15, caracterizado por que las particulas presentan en
perpendicular a su eje longitudinal una seccion transversal que es mas pequefia en una primera dimension que en
una segunda dimension.

17. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 15 a 16 para la fabricacion de un preparado de
particulas que presentan una seccion transversal en perpendicular a su eje longitudinal, que es mas pequefia en una
primera dimensién que en una segunda dimension, caracterizado por que las particulas son espermatozoides de
mamiferos no humanos, con la etapa de detectar una propiedad de las particulas y la etapa del tratamiento de las
particulas en funcién de la propiedad detectada y/o la etapa de la desviacion de las particulas en funcion de la
propiedad detectada en contenedores separados para la generacion de al menos dos fracciones diferentes.
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