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DESCRIPCION

Dispositivo y procedimiento para el tratamiento
de particulas magnéticas.

La invencién se refiere a dispositivos y procedi-
mientos para el tratamiento de particulas magnetiza-
bles o atraibles magnéticamente (particulas magnéti-
cas). Se refiere en particular a particulas magnéticas
que presenten propiedades de enlace especificas pa-
ra determinadas sustancias, y que se emplean para la
separacion de estas sustancias de mezclas complejas.

En el estado de la técnica se han descrito los si-
guientes dispositivos y procedimientos:

La patente EP 0 589 636 Al describe un disposi-
tivo para el tratamiento de particulas magnéticas, que
comprende un vaso dispuesto entre dos imanes des-
plazables en direccidn vertical. Los imanes se despla-
zan conjuntamente.

La patente US 5,705,062 describe un dispositivo
con un sistema de imanes rigido, pero cuyos ejes pola-
res estdn volcados 45° con relacidn al eje longitudinal
del vaso de reaccion. El vaso de reaccién propiamente
dicho se lleva mediante un movimiento de giro dentro
del sistema de imanes.

La patente US 6,150,182 describe un dispositivo
con un imdn anular desplazable en direccién vertical.
Mediante el giro del vaso de reaccién se aprovecha
alli ademads la fuerza centrifuga con el fin de inmovi-
lizar las particulas en la pared del vaso.

La patente US 6,187,270 describe un dispositivo
en el que se sitda un imdn lateralmente con respecto
al vaso de reaccion, y se puede desplazar verticalmen-
te.

En todas las solicitudes antes citadas se provoca
la resuspensioén o separacion de las particulas mag-
néticas en un nuevo disolvente, después de retirar los
imanes mediante el movimiento del vaso de reaccién
o por lavado.

La patente EP 0 905 520 A1l describe un dispo-
sitivo en el que el lavado y la separacién de las par-
ticulas magnéticas se realiza en varias etapas con el
movimiento de las particulas por medio del disolven-
te, mediante un sistema de imanes rotativo.

El método de separacién de sustancias mediante
el empleo de particulas magnéticas tiene unas aplica-
ciones muy diversas, ya que esta clase de particulas
magnéticas se pueden equipar con las propiedades de
enlace mas diversas. Por ejemplo se pueden emplear
para el aislamiento especifico por secuencias de 4ci-
dos nucleicos, o en ensayos inmunolégicos basados
en enlace de antigeno-anticuerpo.

Los procedimientos que estdn basados en la se-
paracién magnética mediante el empleo de particulas
magnéticamente atraibles, que formen enlaces espe-
cificos, estdn cobrando cada vez mayor importancia
en el campo de la preparaciéon de muestras para in-
vestigaciones de diagndstico o andliticas. Esto se re-
fiere especialmente a procedimientos automdticos, ya
que de este modo se pueden analizar gran nimero de
muestras en un tiempo muy corto. De este modo se
crean las condiciones necesarias para una seleccién
eficaz con un alto rendimiento de muestras. Esto tie-
ne enorme importancia, por ejemplo para aplicacio-
nes en estudios de genética molecular, o en el cam-
po del diagndstico genético, ya que un manejo pura-
mente manual de un nimero muy grande de muestras
practicamente no se puede dominar.

El principio bésico de la separacién magnética de
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sustancias de mezclas complejas es sumamente sim-
ple. Las particulas magnéticas (particulas magnetiza-
bles o atraibles magnéticamente) se funcionalizan de
forma especifica para el proceso de separacién pre-
visto, es decir que mediante un tratamiento quimico
se dotan de propiedades de enlace especificas para
las sustancias de destino que se trata de separar. Para
determinadas aplicaciones que surgen con frecuencia
se pueden obtener esta clase de particulas magnéticas
funcionalizadas también de forma comercial. El tama-
fio de esas particulas magnéticas estd por lo general en
el orden de magnitud de aprox. 0,05 hasta 500 gm.

En un primer paso (“paso de enlace”) del proce-
dimiento de separacién conocido, se afiaden las par-
ticulas magnéticas funcionalizadas citadas en un vaso
de reaccion, a una mezcla (de partida) que se trata de
depurar, que contiene la o las sustancias de destino en
un liquido que favorece el enlace de las moléculas de
la sustancia de destino con las particulas magnéticas
(tampo6n de enlace o liquido de enlace). De este modo
se produce un enlace selectivo de la o las sustancias de
destino presentes en la mezcla con la/las particula(s)
magnética(s) (= paso de enlace). Dado que la reac-
cién de enlace por lo general transcurre en funcién
del tiempo, es preciso que el paso de enlace se realice
a lo largo de un periodo de tiempo determinado, con
el fin de conseguir un enlace lo més completo posible
de las moléculas de la sustancia de destino presen-
tes con las particulas magnéticas. Lo problematico es,
que debido a las fuerzas gravimétricas, las particulas
magnéticas tienden a sedimentarse. Por este motivo se
perjudica el rendimiento del enlace de las moléculas
de los grupos de destino a las particulas magnéticas,
principalmente debido a la difusién limitada.

A continuacién, y mediante la aplicacién de fuer-
zas magnéticas, o de un campo magnético, por ejem-
plo mediante un imin permanente, estas particulas
magnéticas se inmovilizan (de forma reversible) en un
punto de la pared interior del vaso de reaccion, donde
por lo general forman un “pellet”.

A continuacién se separa el liquido que sobrena-
da y se desecha, por ejemplo mediante aspiracién o
decantacion. Puesto que las particulas magnéticas es-
tan inmovilizadas de la forma citada, se evita en gran
medida que estas particulas se separen junto con el
sobrante.

Después de este paso de enlace sigue por lo gene-
ral un (o varios) paso(s) de lavado, en el que el (los)
pellet(s) de las particulas magnéticas se resuspende(n)
en un liquido de lavado adecuado, y se mezcla(n) con
éste. El liquido de lavado y las condiciones de lavado
se eligen de tal manera que no se perjudique el enlace
especifico de la sustancia de destino a las particulas
magnéticas. De este modo se provoca mediante el la-
vado, la separacién de sustancias con enlace no espe-
cifico, y en dltima instancia se aumenta la pureza de la
sustancia de destino que se trata de separar. Tal como
se ha descrito anteriormente para el paso de enlace, se
separa y desecha también después del (de los) paso(s)
de lavado, el sobrante (es decir el liquido de lavado),
después de inmovilizar las particulas magnéticas.

En el paso de elucién siguiente al paso o pasos
de lavado, las particulas magnéticas inmovilizadas en
forma de pellet se vuelven a resuspender de nuevo.
Para ello se emplea un liquido de elucién o un tampén
de elucién que sea adecuado para abrir el enlace entre
la/las sustancia(s) de destino y las particulas magné-
ticas, de manera que las moléculas de la sustancia de
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destino se liberen de las particulas magnéticas, y se
puedan separar con el liquido de elucién. Durante la
separacién del liquido de elucién se inmovilizan las
particulas magnéticas como se ha descrito antes.

Las composiciones de los liquidos de enlace, de
lavado y de elucién empleados en este procedimiento
de separacion son conocidas para el especialista, o se
pueden determinar caso por caso mediante sencillos
ensayos previos.

El proceso de resuspension de las particulas mag-
néticas inmovilizadas (pellet de particulas magnéti-
cas) influye de manera decisiva en la pureza y el ren-
dimiento de las sustancias de destino que se trata de
separar (del producto de separacion).

Si durante el lavado, las particulas magnéticas s6-
lo se resuspenden de forma insuficiente y quedan atras
aglomerados de particulas, esto tiene como conse-
cuencia que el lavado es ineficaz, y la separacién de-
seada de las impurezas de enlace no especifico no tie-
ne lugar o no lo es en medida suficiente. En este caso
la pureza de las sustancias de destino o del producto
de separacioén es de calidad inferior.

Si durante el paso de elucién las particulas mag-
néticas no se resuspenden del todo o sélo de forma
insuficiente, la consecuencia es que la elucién sola-
mente transcurre de forma incompleta, por lo que sélo
se separa de las particulas una parte de las sustancias
de destino enlazadas con las particulas magnéticas,
mientras que otra parte sigue enlazada con ellos, y no
pasa al liquido de elucién. Por esta razén se reduce
mas o menos el rendimiento, lo que resulta especial-
mente inconveniente si las sustancias de destino que
se trata de separar solamente estan contenidas en con-
centraciones muy reducidas en la mezcla de partida
que se investiga.

Resulta especialmente inconveniente, si debido a
una resuspension insuficiente durante el lavado y du-
rante la elusién, disminuyen tanto la pureza como el
rendimiento del producto que se trata de separar.

El proceso de resuspension resulta especialmente
problemdtico si el desarrollo antes descrito del pro-
cedimiento de separacién se lleva a cabo mediante
dispositivos automatizados, que deberian permitir un
alto rendimiento de muestras. La resuspensién se di-
ficulta adicionalmente por el hecho de que los voli-
menes de muestras o los vasos de reaccién emplea-
dos son muy pequefios (miniaturizacién). Ademads,
para garantizar un alto rendimiento de muestras, la re-
suspension debe tener lugar dentro de un periodo de
tiempo lo mds corto posible.

La resuspension se puede provocar por ejemplo
pipetando y repipetando varias veces el liquido situa-
do encima del pellet de particulas magnéticas, hasta
que se descomponga el pellet y las particulas estén
distribuidas en el liquido. Ahora bien, para este pro-
ceso se consumen puntas de pipeta desechables adi-
cionales, lo que da lugar a un notable incremento de
costos, a la vista del gran nlimero de muestras.

Otra posibilidad conocida consiste en introducir
en los vasos de reaccion elementos agitadores en mo-
vimiento (p. €j. rotativos), como por ejemplo varillas
de imdn permanente, provocando de esta manera la
descomposicién de los pellets y la mezcla y resuspen-
sién. Para unos volimenes de muestra muy reducidos,
tales como se emplean en el procedimiento de selec-
cion de alto rendimiento, este método de resuspension
solamente resulta adecuado condicionalmente, ya que
el elemento agitador que hay que introducir exige un
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espacio adicional. Ademas, la introduccién y subsi-
guiente retirada de los elementos agitadores citados
puede dar lugar a pérdidas de material de la muestra o
a contaminaciones, si no se toman las contramedidas
correspondientes.

La resuspension ademads se puede provocar de for-
ma conocida mediante vibraciones o por medio de un
agitador. Ahora bien, esto presenta el inconveniente
de que se necesitan aparatos adicionales (factor de
costos), y que para este proceso se necesitan operacio-
nes adicionales y tiempo adicional, por ejemplo para
colocar las muestras en el agitador y después volver a
sacarlas. Este método es ademds muy poco adecuado,
especialmente cuando se trata de volimenes de reac-
cién muy reducidos, para resuspender por ejemplo un
pellet de particulas magnéticas.

Por ese motivo existia el objetivo de facilitar dis-
positivos y procedimientos para el tratamiento de par-
ticulas magnéticas que en los procedimientos de se-
paracidon magnéticos de la clase descrita permitieran
una resuspension mas eficaz y mas rapida de las par-
ticulas magnéticas pelletizadas o inmovilizadas, espe-
cialmente durante los pasos de lavado y elucién, y que
permitieran una realizacién mds eficaz del paso de en-
lace, mientras se tratan de evitar los inconvenientes
antes citados asi como otros inconvenientes de méto-
dos conocidos.

La solucién de estos objetivos se posibilita me-
diante dispositivos conforme a la reivindicacién 1, asi
como con los procedimientos descritos en las reivin-
dicaciones 13 y 14, asi como por las formas de rea-
lizacién preferentes de estos dispositivos o procedi-
mientos que se describen en las sub-reivindicaciones
dependientes.

La invencion se explica a continuacién con ma-
yor detalle sirviéndose de las representaciones esque-
maticas de las Figuras 1 y 2. Estos dibujos tratan de
mostrar simplemente el principio de funcionamiento,
y no deben entenderse como limitacién a las formas
de realizacién presentadas.

La Figura 1 o la Figura 2 muestran respectivamen-
te una representacion esquematica en seccién (longi-
tudinal) de los dispositivos objeto de la presente in-
vencion.

De acuerdo con la invencién, un dispositivo para
el tratamiento de particulas (3) magnetizables o atrai-
bles magnéticamente, que estén presentes en un liqui-
do, comprende un soporte (1) para uno o varios vasos
de reaccién (2) con el liquido que contiene las parti-
culas (3), al menos dos imanes permanentes (10, 20)
dispuestos de forma mévil y una unidad de accionado
(4) para mover los imanes permanentes (10, 20).

Los imanes permanentes (10, 20) estan dispuestos
por parejas y enfrentados entre si, desplazables hacia
arriba y hacia abajo en direccién vertical (flechas a,
b).

La separacion entre los dos imanes permanentes
(10, 20) de cada pareja estd dimensionada o ajusta-
ble de tal manera que entre ellos se pueda posicionar
un vaso de reaccion (2). La “disposicién enfrentada”
citada incluye también aquellas disposiciones en las
que los imanes no estén enfrentados exactamente so-
bre una linea (180°); mas bien este dngulo puede ser
también inferior a 180° (aprox. 180° hasta 120°), o los
dos imanes permanentes pueden estar dispuestos de-
calados lateralmente entre si con relacion al vaso de
reaccion situado entre medias.

Los dispositivos estan realizados o controlables de
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manera que dicho movimiento de los imanes perma-
nentes (10, 20) tenga lugar de manera que cada imén
permanente de una disposicién por parejas se pueda
llevar desde una primera posicién o posicion de par-
tida (A), en la que se encuentra distanciado respecto
a un vaso de reaccion, y en la que esencialmente no
ejerce ninguna influencia sobre las particulas (3) cita-
das (imén (10) en las Figuras 1 y 2), a una segunda
posicién u otra posicién (posiciéon de trabajo) (B, C),
en la que se encuentra lateralmente junto al vaso de
reaccion respectivo (2), y en la que ejerce una fuerza
magnética sobre las particulas (3) (imén (20) en las
Figuras 1y 2). La distancia x entre las dos posiciones
(A, B; lineas de trazos en las Figuras 1 y 2) estd ajus-
tada de tal manera que la fuerza magnética del iman
situado en la parte inferior (posicién A) ya no ejerce
ninguna influencia sobre las particulas situadas en el
vaso de reaccion, debido a la distancia fisica.

El emplazamiento vertical de la posicién de traba-
jo (B) se puede modificar o predeterminar, por ejem-
plo en funcién de la longitud de los vasos de reaccién
(2) empleados, o del volumen de liquido empleado en
el vaso de reaccion.

La distancia lateral entre un imén permanente que
se halle en posicién de trabajo y el vaso de reaccion
que ha de tratarse, se mantiene lo mds reducida posi-
ble, de manera que quede entremedias solamente un
intersticio delgado que tenga preferentemente menos
de 5 mm, en particular menos de 2 mm.

Por otra parte, el dispositivo estd preparado o pro-
gramado de tal manera que los dos imanes perma-
nentes (10, 20) de una disposicién por pareja, vayan
adoptando, con relacién al vaso de reaccién (2) situa-
do entre ellos, alternativamente la primera posicién
(A) o la posicion de trabajo citada (B) o (C), y vayan
alternando entre las posiciones citadas con una velo-
cidad y duracion predeterminable.

Mediante el rapido posicionamiento alternativo de
un iman en lados opuestos del vaso de reaccidn, tal
como se permite mediante los dispositivos objeto de
la invencidn, las particulas magnéticas contenidas ini-
cialmente en un pellet (no mostrado en la Figura 1),
se desgarran de forma rdpida y eficaz, y después de
s6lo unos pocos ciclos de alternancia de los imanes,
se resuspenden. Este efecto no se produciria, o sélo
después de un periodo de tiempo considerablemente
mds largo, si solamente se desplazase un iman desde
uno de los lados del vaso de reaccidn al otro (p. €j. pa-
sdndolo por debajo del vaso de reaccion de un lado al
otro), porque la experiencia ha ensefiado que esto da
lugar que el pellet seria arrastrado en su conjunto (es
decir sin descomponerse) a lo largo del fondo del va-
so de reaccion. Esto entrafiaria perdidas de reconoci-
miento, mayor tiempo necesario para el procesamien-
to y una menor pureza del producto de separacion.

De acuerdo con las necesidades, los dispositivos
objeto de la invencién se pueden adaptar de tal ma-
nera que resulten éptimamente adecuados para unos
volimenes de muestra mayores (p. €j. en la gama de
los mililitros) o para volimenes de muestra menores
(p. €j. en la gama de los microlitros).

El soporte (1) puede realizarse opcionalmente de
manera que sea adecuado para alojar vasos de reac-
cién individuales, p. €j. cubetas o vasos Eppendorf o
bien para alojamiento de placas de microtitrado con
una multitud de cavidades. Ademads, el soporte (1)
puede estar dispuesto de tal manera que sea desplaza-
ble en el plano horizontal por lo menos en una direc-
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cion, preferentemente de forma automadtica o contro-
lada por programa, p. €j. para llevar un vaso de reac-
cién a la posicidn situada entre los imanes permanen-
tes (10, 20), o para transportarlo mds all4 para realizar
otro paso de tratamiento.

Los distintos elementos antes descritos de los dis-
positivos objeto de la invencién también pueden estar
presentes en un mismo dispositivo en cantidad mul-
tiple. Segin otra forma de realizacién, estd ademas
previsto que varios de los conjuntos de imanes per-
manentes méviles mostrados en la Figura 1 estén si-
tuados en una fila, lo que permite el tratamiento si-
multdneo de una fila de vasos de reaccion situados
uno junto al otro. Un dispositivo para la separacién
magnética también puede comprender varias de tales
filas, que presentan cada una varios conjuntos de ima-
nes permanentes moviles.

Cada uno de los distintos conjuntos puede estar
accionado por medio de una unidad de accionamiento
propia, o bien los multiples conjuntos de imanes per-
manentes moviles pueden estar accionados por una
unidad de accionamiento comun.

El movimiento de los imanes permanentes (10,
20) estd provocado por una o varias unidades de ac-
cionamiento (4), eventualmente con empleo de me-
dios adicionales (5) para la transmision de las fuer-
zas. El accionamiento propiamente dicho puede tener
lugar mediante motores eléctricos, electroimanes o
medios neumaticos o hidrdulicos, pudiendo emplear-
se los medios citados también en forma combinada.
El accionamiento puede comprender por ejemplo un
cigiieiial, unos discos excéntricos, unos carriles guia,
varillas de empuje y traccién y otros componentes co-
nocidos para el técnico mediante los cuales se provoca
el movimiento de los imanes.

Como imanes permanentes se pueden emplear
imanes de forma adecuada que pueden obtenerse en
el comercio especializado, tratdndose preferentemen-
te de materiales NdFeB. En casos particulares puede
resultar ventajoso emplear imanes permanentes que
estén adaptados a la forma del vaso de reaccién em-
pleado en cada caso. Un imdn permanente puede estar
compuesto por una multitud de imanes individuales;
segun los casos, una disposicién por parejas puede
comprender también mds de dos imanes permanentes.

Los dos imanes permanentes (10, 20) de una dis-
posicién por parejas estdn preferentemente acoplados
entre si de tal manera que, con relacién al vaso de re-
accion, cuando uno de los imanes se encuentra en la
primera posicion citada (A), el otro imén se encuentra
en la citada segunda u otra posicién (B), y viceversa.
Igualmente se prefiere que los dos imanes permanen-
tes (10, 20) de una disposicién por parejas estén aco-
plados mecanicamente entre si de tal manera que los
sentidos de movimiento verticales (a, b) de los ima-
nes permanentes (10, 20) dispuestos por parejas, va-
yan siempre en sentido opuesto.

En lugar del acoplamiento mecdnico citado se
puede emplear también el correspondiente circuito o
control que tenga el mismo efecto.

De acuerdo con otra forma de realizacién preferi-
da, estd previsto que el accionamiento de los imanes
permanentes moviles tenga lugar bajo control de un
programa. Esto puede lograrse preferentemente me-
diante una unidad de mando por microprocesador in-
corporada, o mediante un ordenador unido a través de
un interfaz. Mediante este mando por programa, se
pueden controlar adicionalmente también otras fun-
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ciones de los dispositivos objeto de la invencién, por
ejemplo el movimiento del soporte (1) en direccidén
horizontal y/o vertical, o eventualmente unas unida-
des de pipetado que existan.

El mando de programa citado estd disefiado pre-
ferentemente de forma que controle o predetermine
una o varias de las funciones o pardmetros siguientes
(de forma individual o combinada) de los dispositivos
objeto de la invencion:

- la velocidad y/o
- la frecuencia y/o

- el ndmero de ciclos de movimiento de los
imanes, y/o

- la duracién de los intervalos de pausa
(tiempo de permanencia) situados entre los
movimientos, y/o

- el emplazamiento de la citada primera u
otra posicién de trabajo en direccién ver-
tical, y/o

- la secuencia en la que los imanes perma-
nentes adoptan las diferentes posiciones
citadas.

En el caso de que un dispositivo presente una mul-
titud de conjuntos de imanes por parejas, p. €j. €en una
fila, los ciclos de movimiento de estas unidades multi-
ples se coordinan preferentemente mediante un man-
do programado.

Los diversos parametros, tales como velocidad de
movimiento de los imanes permanentes, duracién o
tiempo de permanencia, nimero de ciclos, etc., de-
penden, entre otras cosas, de la clase de las muestras
que se tratan en cada caso asi como de la clase del
respectivo paso de tratamiento. Estos pardmetros los
puede determinar y optimizar el especialista mediante
sencillos ensayos previos.

De acuerdo con otra forma de realizacién espe-
cialmente preferida estd previsto que por lo menos
uno de los imanes permanentes (10, 20) méviles se
pueda llevar a una posicién en la que se encuentre
junto al respectivo vaso de reaccién (2), y en el ex-
tremo inferior de éste, y en la cual ejerce una fuerza
magnética sobre las particulas (posicién C en la Figu-
ra 2, iman (20)). Esta posicién predeterminada o pre-
determinable se denomina “posicién de elucién”, ya
que debido al emplazamiento de los imanes en el ex-
tremo inferior del vaso de reaccion, basta con un vo-
lumen relativamente reducido de liquido de elucién
para permitir la resuspension de las particulas en el
liquido de elucién. Un volumen de elucién reducido
es deseable para que la sustancia de destino eluida se
obtenga con la concentraciéon mds alta posible. Por el
contrario, durante los pasos de lavado se emplean vo-
Iimenes de liquido de lavado relativamente grandes,
por lo que la posicién superior del imdn permanente
estd en este caso preferentemente mds arriba con re-
lacién al vaso de reaccidén (véase la posicion B en la
Figura 1).

Alcanzar la posicién de elucidn se puede conse-
guir, porque el soporte (1) para los vasos de reaccién
esté situado desplazable en direccion vertical (flecha
C), y porque durante el proceso de elucion se encuen-
tre en una posiciéon mds alta, fijada o predeterminable,
con relacién al nivel de partida. Esto quiere decir que,
gracias al movimiento del soporte, se aumenta la dis-
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tancia vertical entre el soporte (1) y el conjunto de
imanes permanentes (10, 20) (distancia y en la Figura
1 o en la Figura 2).

En este caso, la distancia x entre la posicién de
partida A y la posicién de trabajo B (Figura 1), o la
posicion de elucién C (Figura 2) de los imanes per-
manentes, se mantiene preferentemente invariable.

Alternativamente también se pueden llevar los
imanes permanentes a una posicién de elucién, lle-
vandolos, preferentemente manteniendo el mismo ni-
vel del soporte (1), y reduciendo la distancia x, a una
posicion de trabajo que esté situada mas abajo (y por
lo tanto mas préxima al fondo del vaso de reaccién)
que la posicién de trabajo antes mencionada, que se
emplea en los casos de lavado, y que en la Figura 1
estd designada por B (imén (20)). También en este ca-
so el imdn permanente se encuentra en la posicion de
elucién junto al vaso de reaccién correspondiente (2),
pero en su extremo inferior.

Otra medida por la cual se puede conseguir que un
iméan se lleve a la posicién de elucién descrita, con-
siste en mover o cambiar de posicion la unidad de ac-
cionamiento (4) (con la cual estan unidos los imanes
permanentes). A tal fin, la unidad de accionamiento
estd dispuesta de manera que pueda desplazarse ha-
cia abajo (bajar) de forma predeterminable, permane-
ciendo alli durante el paso de elucién. Mediante un
posicionamiento de esta clase de la unidad de accio-
namiento se puede conseguir que, cuando un iman se
encuentre en dicha posicién superior o en la posicién
de trabajo, llegue a estar en las proximidades del ex-
tremo inferior del vaso de reaccién. También en este
caso aumenta la distancia y/o distancia vertical entre
la unidad de accionamiento y el extremo inferior del
vaso de reaccidn respectivo.

Esta ultima forma de realizacién descrita del dis-
positivo, en la que es variable la posicion relativa de la
unidad de accionamiento, resulta especialmente ven-
tajosa cuando no se pueda realizar por motivos de es-
pacio el desplazamiento vertical del soporte (1).

De acuerdo con una forma de realizacién preferi-
da, se pueden predeterminar o programar el sentido
y/o la distancia y/o la velocidad de movimiento de la
unidad de accionamiento o del soporte, y/o los inter-
valos de pausa situados en medio.

El movimiento del soporte o de la unidad de ac-
cionamiento en direccién vertical y/u horizontal pue-
de efectuarse con medios semejantes a los que se han
descrito para el movimiento de los imanes permanen-
tes (motor, accionamiento neumatico, etc.). También
en este caso estara previsto preferentemente un man-
do programado que permita predeterminar y controlar
del sentido y/o la distancia y/o la velocidad del movi-
miento y/o los intervalos de pausa situados enmedio.
De este modo también se puede efectuar la coordina-
cién del movimiento del soporte o de la unidad de ac-
cionamiento, con el movimiento/los movimientos de
los imanes permanentes.

El dispositivo objeto de la invencién puede estar
realizado ademds de manera tal que prevea para los
imanes permanentes otra posicién de trabajo, que se
corresponda p. €j. aproximadamente con la citada po-
siciéon de elucion, y en la que al menos uno de los
imanes permanentes esté capacitado para actuar so-
bre las particulas magnéticas de forma que éstas se
inmovilicen en la pared interior del vaso de reaccién o
formen all{ un pellet. Entonces el dispositivo se puede
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emplear también para llevar a cabo el paso de pelle-
tizacioén del proceso de separacion (p. €j. para aspirar
los sobrantes de liquido de lavado o del eluado que
contiene la o las sustancias de destino). En funcién de
la aplicacién respectiva se puede elegir para el paso
de pelletizacién también otra posicién de trabajo ade-
cuada del/de los imdn(es), como p. €j. la posicion de
trabajo citada B de la Figura 1.

El tiempo de permanencia del imén en la posicién
citada (para pelletizar/inmovilizar) se puede predeter-
minar o programar. Durante el tiempo de permanen-
cia, el accionamiento del/de los iman(es) esta transi-
toriamente desconectado o interrumpido.

El paso de pelletizacién/inmovilizacién estd gene-
ralmente coordinado o sincronizado con el paso de as-
piracién del liquido de lavado o del eluado, mediante
un circuito o mando programado.

Los dispositivos objeto de la invencién también
pueden emplearse para realizar en los procedimien-
tos de separacion magnéticos el paso de enlace citado
inicialmente. Para este fin esta previsto en el disposi-
tivo que el movimiento del imédn (con relacién al vaso
de reaccion tratado), se pueda ajustar o programar de
tal manera que mediante este movimiento se impida la
sedimentacién de las particulas magnéticas condicio-
nada por la gravedad. Esto se puede conseguir p. €j.
mediante un movimiento ralentizado de los imanes.

Al evitar la sedimentacién gravimétrica de las par-
ticulas magnéticas durante el paso de enlace se incre-
menta la eficacia del enlace de las moléculas de la sus-
tancia de destino a las particulas magnéticas, lo cual
a su vez tiene como consecuencia una mejora del ren-
dimiento. De acuerdo con una forma de realizacién
preferida, los dispositivos objeto de la invencidn pue-
den estar dotados de medios que sean necesarios para
la realizacién de las restantes operaciones del proce-
dimiento de separacién magnético. Esto incluye es-
pecialmente dispositivos para la aspiracién de liquido
de los vasos de reaccién y/o dispositivos de pipetado
para afiadir o aspirar volimenes definidos de liquido
a o de los vasos de reaccién. También estos medios
adicionales son preferentemente programables.

Los dispositivos objeto de la invencién también
pueden instalarse como médulo(s) en equipos comer-
ciales de manipulacién de liquidos y combinarse con
éstos. En este caso, el equipo de manipulacién de 1i-
quidos se ocupa de los procesos de llenado de los va-
sos de reaccion con liquidos (p. ej. de enlace, de lava-
do o de elucién), asi como de la aspiracién o extrac-
cion de los liquidos de los vasos de reaccion.

En un equipo combinado de esta clase, los disposi-
tivos objeto de la invencién se ocupan de uno o varios
de los procesos siguientes:

- Realizacién del paso de enlace

- Resuspension de las particulas magnéticas
(p. ¢j. en el liquido de lavado o de elucién)

- Pelletizado o inmovilizacién de las par-
ticulas magnéticas durante la aspiracién/
extraccion de un liquido.

El dispositivo objeto de la invencién y el método
de tratamiento de las particulas magnéticas en el que
se basa, se caracterizan por unas propiedades de re-
suspension destacadas, con un alto rendimiento en el
paso de enlace, por un alto grado de pureza y gran
rendimiento del producto de separacién, por ahorro
de tiempo asi como por un gasto reducido de material
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consumible tal como puntas de pipeta, al realizar los
procedimientos de separacién magnéticos.

Mediante la posibilidad descrita de variacién de la
distancia vertical de los imanes (distancia x) y/o de
la distancia vertical (distancia y) entre los imanes y
el vaso de reaccién o el soporte (1) respectivamen-
te y/o la posicion vertical de la unidad de acciona-
miento y/o la separacion horizontal entre los imanes,
se puede adaptar el dispositivo de multiples mane-
ras a volimenes de reaccién de diferente magnitud
o tamafios y formas de vasos de reacciéon. Debido
a la sencillez del sistema se pueden controlar bien
las distintas funciones, adaptdndose a la aplicacién
respectiva.

Por la presente invencidn se describe un procedi-
miento para el tratamiento una particula magnética o
una multitud de particulas magnéticas que estén pre-
sentes en un vaso de reaccidn, p. ej. en forma de pe-
llet, para resuspender estas particulas en un liquido,
p. €j. en un liquido de lavado, de elucién o de enla-
ce. Esto tiene lugar de manera que dos imanes per-
manentes dispuestos por parejas (10, 20) se despla-
zan verticalmente y de forma alternativa sobre lados
opuestos del vaso de reaccion (2), de tal manera que
cada vez se encuentre uno de los dos imanes (10, 20)
junto al respectivo vaso de reaccion, ejerciendo una
fuerza magnética sobre las particulas (3), y el otro de
los dos imanes (10, 20) se encuentre a una distancia
vertical del vaso de reaccién. Debido a la alternancia
de los imanes entre los dos lados opuestos se provoca
que se desgarre el pellet y las particulas magnéticas
queden suspendidas en el liquido.

La presente invencion se refiere ademds a procedi-
mientos para el tratamiento de particulas magnetiza-
bles o atraibles magnéticamente presentes en un vaso
de reaccion, p. ej. en forma de un pellet, con un liqui-
do, p. €j. un liquido de lavado, de elucién o de enlace.
Estos procedimientos comprenden los siguientes pa-
SOS:

a) Afadir una cantidad predeterminada de un
liquido a un pellet que contenga particulas
magnéticas;

b) Resuspension de las particulas pelletizadas
y mezcla con el liquido.

De acuerdo con la invencidn, el paso b) se realiza
para ello de manera que

- el vaso de reaccién citado (2) se posicio-
ne entre dos imanes permanentes (10, 20)
dispuestos por parejas y enfrentados entre
si, desplazables verticalmente, y

- el citado movimiento de los imanes per-
manentes tenga lugar de manera que cada
imén permanente de un conjunto de pare-
ja se lleve desde una primera posicién o
posicion de partida (A), en la que se en-
cuentra a distancia de un vaso de reaccién
y en la que esencialmente no ejerce ningu-
na influencia sobre las particulas (3) cita-
das, a una segunda u otra posicién (B, C)
(posicién de trabajo), en la que se encuen-
tre lateralmente junto al respectivo vaso de
reaccién (2), y en la que ejerce una fuer-
za magnética sobre las particulas. El iman
permanece preferentemente cada vez du-
rante un periodo de tiempo predetermina-
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do (de permanencia) en esta posicién antes
de volver de nuevo a la posicion de partida.

Los dos imanes permanentes de un conjunto de
pareja adoptan con respecto al vaso de reaccién dis-
puesto entre ellos, alternativamente la primera posi-
cién (A) o la posicion de trabajo (B, C), y alternan
con una velocidad y duracién predeterminable entre
las posiciones citadas.

Debido al posicionamiento alternativo de los ima-
nes permanentes de forma rdpidamente consecutiva
en lados opuestos de los vasos de reaccion se provoca
una disolucion rdpida y eficaz del pellet y la resuspen-
sién de las particulas magnéticas.

El procedimiento antes descrito también puede
emplearse para llevar a cabo el citado paso de enlace
en los procedimientos de separacién magnéticos. Pa-
ra ello se introduce(n) la(s) particula(s) magnética(s)
en un vaso de reaccién que contenga la sustancia de
destino que se trata de separar en un liquido (liqui-
do de enlace o tampén de enlace). Debido al movi-
miento descrito de los imanes permanentes se puede
contrarrestar la sedimentacioén de las particulas mag-
néticas condicionadas por la gravedad, es decir que
durante el paso de enlace, las particulas se mantienen
en el liquido en estado flotante o suspendido. Debido
a esto se incrementa la eficacia del paso de enlace y
mejora el rendimiento.

Para que, en el caso de emplearse un liquido de
elucidn para eluir las sustancias enlazadas con las par-
ticulas, se pueda llevar a cabo el paso de elucién (paso
b) con un volumen de elucién lo mas reducido posi-
ble, se prefiere una variante del procedimiento en la
que un imdn permanente se encuentre en la posicién
de trabajo, es decir durante la resuspension, lateral-
mente junto al respectivo vaso de reaccién y en su
extremo inferior (posicién de elucién C). Esto se pue-
de conseguir preferentemente por el hecho de que el
vaso de reaccién, o un soporte que lleve vaso de re-
accidn, se pueda llevar en direccién vertical, con re-
lacién a la posicion de trabajo del imdn permanente,
desde una posicion inferior o posicién de partida a una
posicion superior predeterminable, tal como se indica
esquemadticamente en la Figura 2 (distancia y). Alter-
nativamente se puede alcanzar el mismo fin variando,
tal como ya se ha mencionado, la posicién de la uni-
dad de accionamiento para los imanes en direccién
esencialmente vertical, o controlando el movimiento
de los imanes permanentes, de tal forma que la posi-
cién de trabajo superior que se alcance en cada caso
llegue a estar mas baja y préxima al extremo inferior
del vaso de reaccién, en comparacion con la posicién
de trabajo, que se alcanza durante el proceso de resus-
pensién durante un paso de lavado.

Con el fin de que resulte mas eficaz el proceso de
resuspension durante un paso de lavado o durante el
paso de elucidn, puede ser conveniente que, después
del posicionamiento de un iman en la posicién de tra-
bajo, comience un tiempo de permanencia, que du-
re aproximadamente hasta que el pellet de particulas
magnéticas comience a desprenderse de la pared del
vaso. Solamente después de este tiempo de permanen-
cia tiene lugar el siguiente proceso de posicionamien-
to, es decir el cambio entre la posicién de partida y de
la posicién de trabajo del imdn permanente dispues-
to en pareja. La duracion del tiempo de permanencia
y los ciclos de repeticién de los procesos de posicio-
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namiento de los imanes se controlan preferentemente
mediante un programa informadtico.

Los procedimientos citados se realizan preferen-
temente usando el dispositivo de la invencién y antes
descrito.

Los dispositivos y procedimientos objeto de la in-
vencién se pueden emplear en los mas diversos proce-
sos de separacion que estén basados en microparticu-
las atraibles magnéticamente, aprovechando para ello
las ventajas descritas. Debido a la resuspensiéon mas
eficaz y mas rdpida se puede conseguir con la inven-
cién un incremento del rendimiento y un ahorro de
costes, especialmente en procedimientos de alto ren-
dimiento.

Descripcion de las figuras
Figura 1

Muestra en una representacion en seccion la dis-
posicion esquemadtica de un dispositivo objeto de la
invencién, con un soporte (1) para vasos de reaccién
(2), que se pueda desplazar opcionalmente hacia arri-
ba o hacia abajo en la direccion de la flecha c. El
soporte se encuentra esencialmente en un plano ho-
rizontal con relacién a la direccién de movimiento
de los imanes permanentes. El soporte puede estar
dispuesto de tal manera que dentro del plano hori-
zontal se pueda mover en una, dos o mds direccio-
nes.

El vaso de reaccion (2) contiene particulas atrai-
bles magnéticamente o magnetizables (particulas
magnéticas) (3), generalmente suspendidas en un 1i-
quido.

Debajo del vaso de reaccién se encuentra una uni-
dad de imanes permanentes dispuestos por parejas
(10, 20), entre los cuales estd situado un vaso de reac-
cién (2). Los imanes se mueven alternativamente en
la direccién de las flechas a o b en direccién verti-
cal, mediante una unidad de accionamiento (4) y los
correspondientes elementos de accionamiento (5), pa-
ra lo cual los imanes van alternando respectivamente
entre una posicién de partida (A) o una posicién de
trabajo (B). En el caso representado, el iman (10) se
encuentra en la posicién de partida (A), y el iman (B)
en la posicioén de trabajo (B). En la posicion de tra-
bajo, el imdn respectivo se encuentra junto al vaso de
reaccion, de manera que pueda ejercer una fuerza de
atraccién magnética sobre las particulas suspendidas
en el vaso.

La flecha x designa la distancia entre la posicion
de partida y la de trabajo de los dos imanes perma-
nentes.

La flecha y designa la distancia entre la posicién
de partida (A) de los imanes permanentes y el soporte
(1) para los vasos de reaccion.

Figura 2

Se corresponde con la Figura 1, con la diferencia
de que el soporte (1) ha sido desplazado en direccién
vertical hacia arriba, de manera que la distancia y es
mayor.

La consecuencia de esto es, que cuando el iman
permanente (20) se encuentra en su posicion de tra-
bajo (C), llega a estar cerca del extremo inferior del
vaso de reaccion. Esta posicién (con relacion al vaso
de reaccion) se designa como posicién de elucién.

El emplazamiento de la posicidn de partida A y la
longitud de la distancia x son iguales que en la Figura
1.
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REIVINDICACIONES

1. Dispositivo para el tratamiento de particulas (3)
magnetizables o atraibles magnéticamente, presentes
en un liquido, comprendiendo

- un soporte (1) para uno o varios vasos de
reaccion (2), con el liquido que contiene
las particulas,

- al menos dos imanes permanentes dispues-
tos desplazables (10, 20),

una unidad de accionamiento (4) para mo-
ver los imanes permanentes (10, 20),

donde

- los imanes permanentes (10, 20) estan dis-
puestos por parejas y enfrentados entre si,
y desplazables en direccion vertical (a, b),

la separacidn entre los dos imanes perma-
nentes (10, 20) de una pareja estd dimen-
sionada o ajustable de manera que entre
ellos pueda situarse un vaso de reaccién

@,

el citado movimiento de los imanes per-
manentes tiene lugar de manera que alter-
nativamente cada imdn permanente de un
conjunto de pareja se pueda desplazar des-
de una primera posicién o posicién de par-
tida (A), en la que se encuentra a distan-
cia de un vaso de reaccién (2) y en la que
esencialmente no ejerce ninguna influen-
cia sobre las particulas (3) citadas, a una
segunda u otra posicién (posicién de tra-
bajo) (B, C), en la que se encuentra lateral-
mente junto al respectivo vaso de reaccion,
y en la que ejerce una fuerza magnética so-
bre las particulas (3), y donde los dos ima-
nes permanentes de un conjunto de pareja
adoptan con relacién al vaso de reaccién
situado entre ellos, alternativamente entre
sf la citada primera posicién o la citada po-
sicion de trabajo, cambiando entre las po-
siciones citadas con una velocidad y/o du-
racién predeterminable.

2. Dispositivo segtin la reivindicacién 1, caracte-
rizado porque el accionamiento de los imanes per-
manentes moéviles (10, 20) tiene lugar controlado
por programa, preferentemente por una unidad de
mando de microprocesador incorporada, o por me-
dio de un ordenador unido a través de un inter-
faz.

3. Dispositivo segtn la reivindicacién 1 6 2, ca-
racterizado porque se puede predeterminar o contro-
lar

- la velocidad y/o
- la frecuencia y/o

- el ndmero de ciclos de movimiento de los
imanes y/o

- la duracién de los intervalos de pausa si-
tuados entre los movimientos, y/o

- el emplazamiento de la citada primera u
otra posicién de trabajo en direccién ver-
tical, y/o
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- la secuencia en la que los imanes perma-
nentes adoptan las posiciones citadas,

preferentemente controlables por medio de un progra-
ma.

4. Dispositivo segin una de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque los dos imanes per-
manentes (10, 20) de un conjunto de pareja estan aco-
plados entre si mecdnicamente de tal manera que uno
de los imanes, (referido al vaso de reaccién) se en-
cuentre en la citada primera posicioén (A), cuando el
otro iman se encuentre en la citada segunda u otra po-
sicién (B, C), y viceversa.

5. Dispositivo segtin una de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque los dos imanes per-
manentes (10, 20) de un conjunto de pareja estin
acoplados mecanicamente entre si de tal manera que
los sentidos de movimiento verticales de los imanes
permanentes dispuestos por parejas, sean en sentido
opuesto.

6. Dispositivo segtin una de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque el accionamiento de
los imanes permanentes tiene lugar mediante motores
eléctricos, medios de accionamientos neumaticos, hi-
draulicos o electromagnéticos, o una combinacién de
al menos dos de los citados.

7. Dispositivo segin una de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado por presentar una multitud
de los imanes permanentes (10, 20) citados y dispues-
tos por parejas, preferentemente en una disposicion en
fila.

8. Dispositivo segiin una de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado por estar prevista otra po-
sicién (denominada posicién de elucién; (C)), en la
que el imdn permanente se encuentra junto al respec-
tivo vaso de reaccién y en su extremo inferior, en el
que ejerce una fuerza magnética sobre las particulas
(3).

9. Dispositivo segin una de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque el soporte citado (1)
estd dispuesto desplazable en direccién vertical (C),
y se pueda llevar mediante medios de accionamiento
desde una posicién inferior o de partida a una posicién
superior predeterminable, de tal manera que cuando
un iman permanente (10, 20) se encuentre en la citada
posicién de trabajo junto a un vaso de reaccion, esté
posicionado en el extremo inferior del respectivo vaso
de reaccidn, y se encuentre en la posicion de elucién
©).

10. Dispositivo segtin una de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque la unidad de accio-
namiento citada (4) estd dispuesta desplazable, y se
pueda llevar por medios de accionamiento desde una
posicién superior o de partida a una posicion inferior
predeterminable, de manera que cuando un iman per-
manente (10, 20) se encuentre en la citada posicién
de trabajo (B, C) junto a un vaso de reaccion (2), esté
posicionado en el extremo inferior del respectivo vaso
de reaccion (2),

prefiriéndose que el sentido y/o la distancia y/o
la velocidad de movimiento de la unidad de accio-
namiento y/o los intervalos de pausas situados entre
medias, se puedan predeterminar o programar.

11. Dispositivo segtin una de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque el soporte citado (1)
esté dispuesto desplazable en direccién horizontal y/o
vertical, prefiriéndose que el sentido y/o la distancia
y/o la Velocidad de movimiento y/o los intervalos de
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pausa situados entre medias, se puedan predeterminar
0 programar.

12. Dispositivo segtin una de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado por presentar dispositivos
para aspirar liquido de los vasos de reaccién (2) y/o
dispositivos de pipetado para afiadir volimenes dosi-
ficados definidos de liquido a los vasos de reaccidn,
para lo cual estas operaciones son preferentemente
controlables por programa.

13. Procedimiento para el tratamiento de parti-
culas (3) magnetizables o atraibles magnéticamente,
presentes en un vaso de reaccién (2), para resuspen-
der las particulas en un liquido que se haya afiadido,
caracterizado porque dos imanes permanentes (10,
20) dispuestos por parejas se pueden desplazar verti-
calmente en secuencia alternativa por lados opuestos
del vaso de reaccion (2), de tal manera que en cada
momento se encuentre uno de los dos imanes (10, 20)
junto al respectivo vaso de reaccion, ejerciendo una
fuerza magnética sobre las particulas (3), y el otro res-
pectivo de los dos imanes (10, 20) se encuentre a una
distancia vertical respecto al vaso de reaccion.

14. Procedimiento para el tratamiento de parti-
culas (3) magnetizables o atraibles magnéticamente,
presentes en un vaso de reaccién con un liquido, com-
prendiendo los pasos:

a) Afadir una cantidad predeterminada de un li-
quido a un pellet que contiene particulas magnéticas
(3);

b) Resuspender las particulas palletizadas y mez-
clarlas con el liquido,

caracterizada porque el paso b) se lleva a cabo de
manera que

- el vaso de reaccion citado se posicione entre dos
imanes permanentes (10, 20) dispuestos por pareja y
enfrentados entre si, desplazables verticalmente, y

- el citado movimiento de los imanes permanentes
(10, 20) tenga lugar de manera que alternativamente
cada imdn permanente de un conjunto de parejas se
lleve desde una posicién o posicion de partida (A), en
la que se encuentra separado con respecto a un vaso
de reaccion (2) y en la que esencialmente no ejerce
ninguna influencia sobre las particulas (3) citadas, a
una segunda u otra posicién (posicién de trabajo) (B,
C), en la que se encuentra lateralmente junto al res-
pectivo vaso de reaccién, y en la que ejerce una fuer-
za magnética sobre las particulas (3), y donde los dos
imanes permanentes de un conjunto de pareja adoptan
con relacion al vaso de reaccidn dispuesto entre ellos,
alternativamente entre si la primera posicion citada o
la posicién de trabajo citada, alternando con una velo-
cidad y duracién predeterminable entre las posiciones
citadas.

15. Procedimiento segtin la reivindicacién 14, ca-
racterizado porque como liquido se emplea un liqui-
do de enlace, un liquido de lavado o un liquido de
elucidn para llevar a cabo los pasos de enlace, lavado
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o elucidn previstos en el procedimiento de separacién
magnético.

16. Procedimiento segun la reivindicacién 14 6 15,
caracterizado porque el paso (B) se lleva a cabo de
manera que

- el vaso de reaccion citado (2) se posiciona entre
dos imanes permanentes (20, 30) dispuestos por pare-
jas y enfrentados entre si, desplazables verticalmente,
y

- cada imén permanente del conjunto de pareja ci-
tado se lleva alternativamente a una posicién de elu-
cion (C), en la que se encuentra lateralmente junto al
respectivo vaso de reaccidn y en el extremo inferior
de éste, y donde ejerce una fuerza magnética sobre
las particulas.

17. Procedimiento segun la reivindicacién 16, ca-
racterizado porque el citado imdn permanente se lle-
va a la posicién de elucién (C) descrita,

- llevando para ello el vaso de reaccién o un so-
porte (1) que lleve el vaso de reaccién, en direccién
vertical (C) con relacion a la posicidn de trabajo (B)
del iman permanente, desde una posicion inferior o
de partida a una posicién superior predeterminable,
y/o situando la citada posicion de partida (A) de los
imanes permanentes en una posicién inferior prede-
terminable,

de manera que cuando un iman permanente se en-
cuentra en la citada posicién de trabajo (B) junto a
un vaso de reaccion, quede posicionado en el extremo
inferior del respectivo vaso de reaccion.

18. Procedimiento segtin una de las reivindicacio-
nes 13 a 17, caracterizado porque los citados mo-
vimientos de los imanes permanentes (10, 20) o del
soporte (1) de los vasos de reaccion se llevan a cabo
de forma automadtica y/o controlada por programa.

19. Procedimiento segtin una de las reivindicacio-
nes 13 a 18, caracterizado porque el paso de resus-
pension tiene lugar de manera que después de cada
cambio de posicion de los imanes sigue un tiempo de
permanencia, cuya duracién es predeterminable.

20. Procedimiento segin una de las reivindica-
ciones 13 a 19, caracterizado porque se realiza em-
pleando un dispositivo segiin una o varias de las rei-
vindicaciones 1 a 12.

21. Utilizacién de un dispositivo segin una o va-
rias de las reivindicaciones 1 a 23 para la separa-
cién de sustancias mediante particulas magnetizables
o atraibles magnéticamente,

(a) para realizar el paso de enlace y/o
(b) para resuspender y/o
(c) en un paso de lavado y/o

(d) para pelletizar/inmovilizar las particulas,
y/o

(e) en un paso de elucion.
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