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PATENT COOPERATION TREAT® /g’)f '

Fram the )
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

- PCT

HERRERA CABRERA, VIOLETA MARIA
AVE, 25 NO. 15202 ESQ. A 158, CUBAN

ACAN, PLAYA NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
! THE INTERNATIONAL PRELIMINARY
CU-C. HABANA. CUBA, C.P:12100
CUBA EXAMINATION REPORT
(PCT Rule 71.1)

Date of maliing

{daymonthiear) 16.07.2003
Applicant's or agent's ffie referer~e
o IMPORTANT NOTIRCATION
IiMamational application No. iniemational fiing date (dmwmonth/year) Priority date (day/monthvyear)
PCT/CU02/00004 . 07/06/2002 08/06/2001
Appilcant

CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACIONES... et al,

——

. The applicant is hereby notified that this International Preliminary Examining Authority transmits herev. 1 the
International praliminary examination report and its annexes, If any, established on the intemational a.. .cation,

2. Acopy of the report and its annexes, if any, is being transmitted to the International Bureau for communication
{0 all the slacted Offices.

3. Where required by any of the elacted Offices, the intemational Bureau will prepare an English translation of the
report (but not of any annexes) and will transmit such transiation to those Offices.

4. REMINDER

The applicant must enter the national phase belore each elected Office by performaing certain acts (filing
translations and paying national fees) within 30 months from the priority date (or later in some Offices) (Article
39(1)) (see also the reminder sent by the International Bureau with Form PCTNB/301).

[
Where a translation of the intemnational application must be fumished to an elected Office, that translation must
contain a transiation of any annexes to the international preliminary examination report. It Is the applicart s
responsibility to prapare and furnish such translation diractly to each elected Ofice concemed.

For turther details on the upplicuble Wi ims ung requiresnents ol the ulucted Ullices, ses Volurmic I w1 the
PCT Applicant’s Guide.

For the purpose of deciding whether the claimed inventicn is patentable or not, the elected Offices may apply
criteria additlonal to or different from the critaria on which the Intemational praliminary examination raport is
based (see Articles 27(5), 33(5)). Additional criteria may include e.g. exemptions from patentability and the
requirements of enabling disclosure and of clarity and support of clalms.

Y ———

Name and mallng address of the IPEAY Authorized officer

Ewopean Patant Office Conner, M
D-80268 Munich

Tol. 149 89 2398 - 0 Ta: 5123654 upmu d

Fauc +40 89 2399 - 4465 Tel.+48 89 2399-2241

Form PCTAPEA/4186 (July 1982)



Al T CLUPERATION TREATY
PCT
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT
(PCT Article 36 and Rule 70)
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Applicant's or agenta fls relerance Ses Notification of Transmital of Intamationa]

" FOR FURTHER ACTION Prallminary Examination Report (Form PCTAPEA/16)
Intemnational application No. Intamational filing date (dayinanthiear) Priortty date (day/monthvyear)
PCT/CUC2/00004 07/08/2002 08/08/2001

Intsmational Patent Clesalfication (IPC) of national ciassillcation and IPG

GO1N27/447

Applicamt

CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACIONES.., et al,

and [s transmitted to the applicant according to Arlicie 36.

2. This REPORT conslets of a tolal of 5 sheots, including this cover eheet,

These annexes consist of a total ol 3 sheets.

1. This intemational preliminary examination foport has been prepared by this Intemational Preliminary Examining Authority

3. This report contains indications relating to tha following ltems:

I & Basis of the report
N O Priority
m a Non-establishmont of opinion with ragaid to 1ovelly, inventive step and indusirial applicability
IV O Lack of unity of Invention
vV B Reasoned statement under Articlo 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
. cltations and explanations suporting such statemont
VI O Cerain documents cited
vii O Centaln defects in the internationat application
Vil O Certain observations on the international application
Data of submission of the demand Dmoleumﬂeﬂmnlﬂrhropon
16/12/2002 ) 18.07.2003
Namaandmlllngmolmalnlﬂnaﬂuml Authorized officgr
praliminary examining authority:
European Patent Oftice
@ D-B0298 Munich Mller, T
Tel. +49 882389 -0 Tx: 523658 epmu d
Fax: +49 89 2090 - 4465 Telephona No. +48 89 2399 2285

iFuim PCTAPLEA/MDS (cover sheet) (Januwy 1994)
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Intemational ap;.lication No. PCT/C U02/00004

-

INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT

l. Basis of the report

1-21 as originally filed

Claims, No.:

1-18 &5 received on 11/068/2003  with letter of 05/06/2003

Drawings, shoets:

1/8-8/8 as originally filed

2. With regard to the language, all the elements marked above were avallable or fumished to this Authority in the
language in which the intemational application was filed, unless otherwise indicated under this item.

These elements were avallable or fumished to this Authority in the following language: |, which is:

O the language of a translation fumished for the purposes of the international search (under Rule 2.1 (b)).

0 the language of publication of the internalional application (under Rule 48.3(b)).
1 the language of a translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule
$5.2 and/or 55.3).

3. Wm_a regard to any nucleotlde and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the
internationatl preliminary examination was carried out on the basis of the sequencs listing:

r

conlained in the international application in writien form.

filed together with the intemational application in computer readable form.
fumished subsequently to this Authority in written form,

fumished subsequently to thia Authority in computer readable form.

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosurg in
the international application as filed has been furnished.

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence
listing has been fumnished.

O OooOoooo

4. The amendments haye resulted in the cancellation of;

O the description, pages:
O the claims, Nos.:

Farm PCT/PEA/408 (Boxes -VIll, Shee! 1) (July 1968) 4



~ INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intamational application No. PCT/CU02/00004

O the drawings, sheets:

5. O This report has been estabilshed as if {some of) the amendments had not been mads, since they have been
consldered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)):

(Any replacement sheet containing such amendments must be referred o under item 1 and annexed to this
raport.)

6. Additional observations, if necessary:

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive L:ep or Industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yos: Clalms 1-15
. No:  Claime
inventive step (IS) Yes: Claims 1-15
No: Claims
Industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-15
No: Ciaims

2. Citations and explanations
sese separate sheet

O S 47t Tt RN OV e et o -.aa-:,ﬁmmm'mﬁwnmnmm

“oim PCTAPEA/408 (Boxos I-VIlI, Sheel 2) (July 1958) Ay
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intamationat application No. PCT/CUO02/00004
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

Re Item V
Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Reference is made to the following documents:

D1: EP0356187
D2: EP0342349

2. Technical field:
The application is related to an electrical circuit for the generation of contour

clamped homogeneous electric field (CHEF) in pulsed field gel electrophoresis
(PFGE).

Problem:

Prior art systems suffer from either uncontrollable voltage changes, possibility of

shortcuts, high power consumption or complicated and expensive electronic
circuits.

Solution;

Electrophoretic device comprising an electrical circuit according to claim 1,
wherein two identical independent circuits made of resistors and diodes are
connected to the same array of electrodes.

Prior art;

D1 discloses an electrophoresis apparatus comprising a closed network of
resistors wherein a transistorized buffer circuit is employed for sach electrode. D2
discloses a circuit with operational amplifiers and MOSFETSs.

Novelty (Article 33(2) PCT):
D1 and D2 are silent on the particular arrangement of clamping circuits according

to claim 1. As a consequence the subject-matter of claim 1 fulfils the requirements
of novelty.

Inventive step (Article 33(3) PCT):

Form PCT/Separate Sheet/400 (Sheet 1) (EPQ-Aprll 1867)
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" INTERNATIONAL PRELIMINARY Internationai application No. PCT/CU02/00004
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

A combination of prior art documents according to the search report would not

lead to the solution according to claim 1. Therefore the subject-matter of claim 1
fulfills the requirements of inventive step.

industrial applicabillty is not in question.

Claims 2-15 are dependent claims and meet also the requirements of the PCT,

Foim PCT/Sepanale Sheet409 (Sheet 2) (EPO-Apr 1897)

.
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CLAIMS

1., Circult to clamp the voitages In the slectrodes of the CHEF system chambers of Pulsed

Field Gel Electrophoresls In two Identical strength but different orientation
homogeneous elachic flelds, which requires a power supply, another circult for the
electric fisld switching or altemnator with two positive and two negative outputs and an
elactrophoresls chamber filled with buffer solution, chamber which posses an electrode
array placed on the ‘m’ sides of a ragular closed contour at 'k electrodes per side,
where the L, side is arbitrarily selected and it is made to coincide with the X’ axis of a
Cartesian plane, the side L(mrb.i) is paralle! to the L1 side and the others sides, named
‘C’ and ‘D’ sides, are locaied to the left and to the right of the sides L, and Lzt
respectively being the (Eic-Ep) eleclrodes equally spaced at each side of the polygon
thus. existing 'n' (E;c-Eip) eloctrode pairs P, formed by elactrodes located at the same
distance from the L, side, where 'n' Is equal to k*(m-2¥2 and i’ Is a natural number
between 1 and n', circuit comprising that

o itls fomed by two identical clamping circults and each circuit Independently set one
of the two possible electric fie!d orlentations

* means are provided to connect the electrodes placad on the L1 &nd the Lynz.+, sides
to the neﬁative and positive outputs of the altemnator, respectively In each electric
field oriantaﬂqn

s Mmeans are providéd to generate voltage references inside each clamping circuit to
poiarize the (Eic-Eip) electrodes of each P, electrode pair

* Mmeans are provided fo permanently connect the two (Eic-Eip) electrodes of each P;
elactrods palr to the same node of the voltage reference and to polarize these two
(EicEip) electrodes at the same potential in one electric field orentation but to
elactrically isolate sald two (Exc-Eip) electrodes in the other field orlentation

* Mmeans are provided to make stable the potantials of the (Eic-T'ip) slectrodes of each

* Py electrode pair against the buffer solution conducﬂvily' changes but each one of

these means drive two electrodes and they have one single transistor

e means are provided to compensate errors In the voltage pattem

* means are provided in order to pemmanently connect the two independent circuits to
the same array of electrodes.

AMENDED SHEET

1)
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. Clreuit as claimed In claim 1 comprising that each clamping circuit Is connected to the

alternator in a way that only one of the clamping cl}culis receives electric energy at the
same time.

. Circult as claimed in claim 1 comprising that both circuits are connected to the same

network of electrades located on the sides of a regular ciosed contour, but the side
selected as L side for the first clamping clrcuit connection Is different from the L, side
selectad for the second clampling circuit connection,

. Circuit as claimed In claim 1 comprising that said means to polarize the electrodes

placed on the L4 and the Lgwz+1) Sides are diodes.

. Clreult as claimed in clalm 1 and 4 comprising that each electmde located on the L,

side Is connected to the anode of a diods, the cathodes of these dliodes are joined
together end connected to the anode of a sscond diode and the cathode of this secong
diode Is connacted to one of the altemator negative outputs.

. Circult as claimed In clalm 1 and 4 comprising that each elsctrode located on the L+

side Is connected to the cathode of & dlode, the anodes of these diodes are joined
together and connected to the cathode of @ second diode arid the anode of thie second
dlode Is connected 1o one of the altemator positive outputs

. Clreuit as clalmed in claim 1 comprising that those means to generate voltage

references are a vollage divider formed by 'n+1' resistors R, and a variable quantity of

dlodes connected to the positive and negative outputs of the altemator, where '’ Is
equal to k«(m-2)/2.

. Clreult as claimed In claim 1 comprising that said transistor are in emitter follower

conflguration, Iis buse is connecled to one of the nodes of the voltage reference, its
emitter to the réspectlve P, elactrode pair throughout a palr of dindes, transistor that is
& PNP {ype one with Its collector connectad to one of the alternator negative utputs
when 7' Is & natural number betwsen 1 and n/2 and is & NPN type one with its collecior
connected to one of the altemator positive outputs when T is a natural number
between [(n/2)+1] and n.

. Circult as claimed In claim 1 comprising that sald means to permanently connect the

two (Eic-Epp) electrodes of each P, electrode pair to-the same node of the voltage
reference throughout a voltage repeater are palrs of diodes.

10. Circuilt a8 claimed In claim 1 and 9 comprising that the cathodes of each palr of diodes

ars connected to the oulput of the voitage repeater and whose respective anodes are

AMENDED SHEET
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connected to the two electrodes of the P, electrode palr, when 7 Is & natural number
between 1 and n/2.

11. Circult as ciaimed in claim 1 and § comprising that the anodes of each palr of dlodes

are connected to output of the voitage repeater and whose respective cathodes are
5 connected to the two elecirodes of the P, elactrode pair, when T Is a natural number
between [(nl2_)+1] and n. _

12, Clrcuit as claimed In claim 1 compriaing that sald means to vompensate emors in the 3
voltage pattem are the diodes placed in serles with the resistors of the voltage o
reference and up to 10 diodes ¢an be used for this purpose.

10 13.Circult as claimed in calm 1 comprising that sald means to compensate errors In the
voltage pattern are the sacond diode connected betwsen the cathode of the diodes

connected to the electrodes of the Lwa+1 slde and to one of the altemator positive
15 outputs. '
14.Clreult as claimed In claim 1 comprising that sald means to Permanently connect the
two independent circults to the Same array of elactrodes are the diodes connected to
the electrodes.
15.Clrcult as claimed In claim 1 which requires an electrophoresis chamber which posses
20 &n electrode array placed on the 'm' sides of & regular closed contour at '’ electrodes

per side comprising that 'm' Is an even natural number betwecn 4 and 50 and k' is a
naturai number between 1 and 10, '

AMENDED SHEET



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT

INFORME DEL EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL

(Articulo 36 y Regla 70 dal PCT)

Archivo de referencia del solicitante o PARA ACCION Ver Notificacién de Transmisién del Informe del
del agente POSTERIOR Examen Preliminar iIntemacional
(Formato PCTHPEA/416)
Solicitud iMemacional No. Fecha de presentacldn intemacional Facha de prioridad (dia/mes/afio)
{dla/men/afio)
PCT/CUO2/00004 7 de Junlo de 2002 (07/06/2002) 8 de Junio de 2001 (08/06/2001)

|Clasificacion Internacional de Patente (CIP) o Clasificacién Nacional y CIP

GO1N27/447

folicitante:

CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACIONES. et al.

Este informe de examen preliminar intemaclonal ha sido preparado por esta Autoridad Examinadora
Preliminar Intemacional y se transmite al solicitants de acuerdo con el Articulo 38.

Este INFORME consiste en un {otal de § hojas, Incluyendo esta carétula.

[X]Este informe también se acompafia de los ANEXOS, esto es, hojas de descripcion, reivindicaciones y/o
dibujos que han sido reformados y son |2 base de este informe y/o hojas que contienen rectificaciones
hechas ante esta Autoridad (ver Regla 70.16 y Seccidn 807 de las Instrucclones Administralivas segiin el
PCT

Estos anexos consisten enuntolalde 3  hojas.

Esta informe contiene indicaciones relacionadas con los siguientes items:

| [X]Base del informe

Il [_]Prioridad

m |:|No establecimiento de opinion con respecto a la novedad, altura Inventiva y aplicacién industrial
v DCarancin de unidad de la invencién

V [ X]Declaracién razonada segun articulo 35(2) con relacién a la novedad, altura inventiva o aplicacién
industrial; citas y explicaclones que apoyan tal declaracion

VI [_]Ciertos documentos citados
VI [_]Ciertos defectos en la solicitud intemacional
VIIi[_]Ciertas observaciones sobre la solicitud intemacional

Fecha de presentacion de la demanda

16 de Diclembre de 2002 (18/12/2002)

[Fecha de compietamiento de este informe

16 de Jullo de 2003 (16/07/2003)

Nombre y direccidon de coreo del IPEA/JJP Funcionario autorizado
European Patent Office
D-80288 Munich FMuIIer. T.
Tel.: +40882389-0 Tx: 523658 epmud
Fax.: +48 8 2389 - 4465 Teléfono No. 49 89 2390 7332

t



INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Intemacional No.
PCTICUD2/00004

|I. Base del Informe

1 Con relacitn a los elementos de la sollcitud Intemacional {las péginas reemplazadas que han sido presentadas a la
oficina receptora en respuesta a la Invitacidn con respecto al Art. 14 estan referidas en este informe "originalments
presentadas™ y no se anexan a este informe ya que estas no contienen modificaciones (Reglas 70.16 y 70.17):

Descripcldn, pdginas:

1-21 como se presentaron originalmente

Relvindicaclones Nos.:

1-16 como se recibieron en 11/8/03 con carta de 5803
Dibujos, pdginas:
1/8 - 88 como & presentaron criginalmente

2 Con relacién al idioma, todos los elementos antes marcados se pusieron a disposicidn y se auministraron a esta
autoridad en el Idloma en el que se presentd la solicitud Intemacional, a menos que se indique de otra forma en este
punto.

Estos slementos se pusieron a disposicidn o se suministraron a esta autoridad en el sigulente idioma
ingléa, ol cual es:

[[] elidioma de una traduccién suministrada para fines de investigacion internacional (seg(in la Regla 23.1(b)).

[] elidioma de publicacién de la solicltud intemacional (bajo la Regla 48.3(b)).

D el [dloma de la traducclén suministrada para fines de examen preliminar intemaclonal (bajo la Regla 55.2
y/o 56.3)

3 Con relacién a cualquler nucisétido y/o secuencia amino acida descubierta en la solicitud intemacional, el examen
preliminar internacional se llevé a cabo con base en la llsta de secuencia:

contenida en la solicitud Intemacional en forma escrita

presentado junto con la sollcitud Intemacional en forma leible en computador
suministrado con posterioridad a esla autoridad en forma escrita
suministrado luego a esta autoridad en forma lelble en computador

la declaracidn que el listado de secuencia escrito suministrado posteriorments no va méas alla del
descubrimiento en la solicitud intemacional que se presentd ha sido suministrada

la declaracién que la informacion grabada en forma leible en computador es idéntlca a la lista de secuencia
escrita ha sido suministrada

0 00000

4 Las reformas han dado como resultado la cancelacién de:
la descripcién, paginas

las reivindicaclones, Nos.

los dibujos, hojasffig.

[0

5 Este informe ha sido establecido como si (parte de) las reformas no han sido hechas, ya que se consideran
que han ido mas allé del descubrimiento que fue presentado, como ee indica en la casllla suplementaria
{Regla 70.2 (c)).

{Cualquier reemplazo de hoja que contenga tales comecciones debe ser referido al kem 1 y debe ser anexado
a este informe)

2



6 Observaciones adicionalss, sl es necesarlo:
Var hoja separada

V. Declaracién raxonada bajo el articulo 35(2) con relacién a la novedad, altura Inventiva o aplicaclén Industrial:
|citas y explicaclones que apoyan tal declaraclén.

1 Dedlaracion
Novedad (N) Relvindicaciones 1-15 Si
Reivindicaciones No
. Altura inventiva (IS) Reivindicaciones 1-15 Si
Relvindicaciones No
Apliccion industrial (IA) Reivindicaciones 1-15 Si
Reivindicaciones No

2 Citas y explicaciones
Ver hoja asparada

I3
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REPORTE EXAMEN PRELIMINAR Solicitud Internacional No. PCT/CU02/0004 | I

INTERNACIONAL-HOJA ADJUNTA

Re Item V

Daclaracién razonada conformae al articulo 35{2) con respecto a ia novedad,
nival inventivo o aplicacién industrial: citaciones y explicaciones que sustentan
esta declaracién

1. Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: EPO356187
D2: EPO342349

2. Campo técnico

La solicitud se relaciona con un circuito eléctrico para la generacién de campos
eléctricos homogéneos fijados en el contorno (CHEF) en la electroforesis de gel
de campo puisado.({PFGE).

Problema:

Los sistemas del arte anterior prasentan tanto cambios de voltaje incontrolable ,
posibilidad de cortos, aito consumo de energia como circuitos electrénicos
co5to508 y complicados.

Solucién:

El dispositivo electroforético comprende un circuito eléctrico de acuerdo a la
reivindicaciéon 1, en donde dos circuitos idénticos independientes hechos de
resistores y diodos se conectan al mismo conjunto de electrodos.

Técnica anterior:

D1 revela un aparato de electroforesis que comprende una red cerrada de
resistores donde el circuito amortiguador transistorizado se emplea para cada
electrodo. D2 revela un circuito con amplificadores de operacion y MOSFETS.

Novaedad (Articulo 33 (2} PCT):

D1 y D2 no hacen relacién en el arreglo particular de circuitos de fijacién de
acuerdo a la reivindicaciéon 1. En consecuencia la materia contenida en la
reivindicacién 1 cumple los requisitos de novedad.

Nivel Inventivo (Articulo 33(3) PCT):

De la combinacién de la técnica anterior de acuerdo al informe de blisqueda no
$e hubiera obtenido la solucién de acuerdo a la reivindicacién 1. Por lo tanto, la
materia contenida en la reivindicacidn 1 cumple los requerimientos del nivel
inventivo.

No se tiene duda en cuanto a la aplicacién industrial.

Las reivindicaciones 2 a 15 son reivindicaciones dependientes y cumplen
también con los requerimientos del PCT.

14
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REIVINDICACIONES

1. Circulto para imponer los voltajes en los electrodos de las camaras del

sistema CHEF de Electroforesis de Campos Pulsantes y generar dus
campos eléctricos homogéneos de fuerza idéntica pero orientacion
diferente, el cual requiere de una fuente de poder, de otro circuito para
conmutar los campos eléctricos o alternador con dos bomes posilivo y
dos bornes negativos Y una camara de electroforesis que conliena
solucién tampén, camara que posee un arreglo de elecirodos colocado:
sobre los ‘m' lados de un contorno regular cerrado a razon de W
electrodos por cada lado, donde el lado L, se selecciona arbitrariamente y
se hace coincidir con el eje X’ de un plano Cartesiano, el lado L2y @5
paralelo al lado L, y los otros lados, nombrados lados ‘C ' y lados ‘D'
estan localizados a la izquierda y a la derecha de los lados L, y L, n
respeclivamente estando los electrodos (E_-E,,) igualmente separados a
cada lado del poligono, existiendo asl 'n ' pares P, de electrodos (Ee-Ey)
formados por los elecirodos localizados a la misma distancia del lado I_,,
donde ‘n’ es igual a I;-(m-z)lz e T es un nimero natural entie 1 y n,

circuito caracterizado porque,

 esta formado por dos circuitos de imposicién idénficos Y cada circuilo
establece independientemente una de las dos posibles orienlaciones

del campo eléctrico

\&
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proporciona medios para conectar los electrodos colocados sobre los
lados L, y Ly, & los bornes negativos Y positivos del allernador,

respectivamente en cada orientacién del campo eléctrico

proporciona medios para generar referencias de vollaje dentro dc
cada circuito de imposicién para polarizar los eleclrodos (E,-E,,) dc:

cada par de electrodos P,

proporciona medios para conectar pennanentemente los dos
electrodos (E-E,) de cada par de electrodo P, al mismo nodo de la
referencia de voltajes Y para polarizar estos dos elecirodos (Ex-E,,) al
mismo potencial en una orientacion del campo eléclrico pero para
aislar eléciricamente esos dos electrodos (E.-E,) en ia ofira

orientacién del campo

Proporciona medios para estabilizar los potenciales de lus elecirodos:
(Ec-Ep) de cada par de electrodo de P, contra los cambios dn
conductividad de solucién tampén pero cada uno de eslos medivs

controla dos electrodos y poseen un solo transistor

proporciona medios para Ccompensar errores en el patrén de vollaje

proporciona medios para conectar permanentemente los dos circuilos

independientles al misma arreglo de electrodos.

{4
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2, Circuito de acuerdo con la reivindicaclén No.1 caracterizado porque cada

circuito de imposicion se conecta al altemador de modo que solo uno de

los circuitos de imposicidn recibe energla eléctrica al mismo tiempo.

. Circuito de acuerdo con Ia reivindicacién No.1 caracterizado porque

ambos circuitos se coneclan al mismo ameglo de electrodos colocados
sobre los lados de un contomo regular cerrado, pero el lado seleccionado
como lado L, para la conexién del primer circuito de imposicién es

diferente del lado L, seleccionado para la conexién del segundo circuily

de imposicion.

- Circuito de acuerdo con Ia reivindicacion No.1 caracterizado porque

dichos medios para polarizar los electrodos colocados sobre los lados L,

Y Liwaqy SON diodos.

. Circuito de acuerdo con las reivindicaciones No.1 y No.4 caracterizado

Porque cada electrodo colocado en el lado L, est4 conectado al snodo de
un diodo, los catodos de estos diodos estdn unidos y se coneclan al
anodo de un segundo diodo Y el citodo de este segundo diodo sc

conecta a uno de los bornes hegativos del alternador.

. Circuito de acuerdo con lag reivindicaclones l\io.1 Y No.4 caracterizady

Porque cada electrodo colocado sobre el lado L., est4 conectado al

catodo de un diodo, los dnodosg de estos diodos se unen Y se conectan al

%
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calodo de un segundo diodo Y el 4nodo de este segundo diodo s

conecta a uno los bornes positivos del alternador.

. Circuito de acuerdo con Ia reivindicacién No.1 caracterizado porque

dichos medios para generar referencias de voltaje son un divisor de
vollaje, formado por m+1’ resistencias R, y una cantidad variable de
diodos, divisor conectado a los bomes positivo y negativo del allemador,

donde ‘n' es igual a ke(m-2)/2.

. Circuito de acuerdo con Ia reivindicacién No.1 caracterizado porque «l

transistor estd en configuracién de seguidor de emisor, su base esl:1
coneclada a uno de los nodos de Ig referencia de voltaje, su eniisor al pin
de electrodos P, respectivo a través de un par de diodos, transistor que es
de tipo PNP con su colector conectado a uno de los bornes negalivos del
alternador cuando 'i' es un nitmero natural entre 1 y /2 y es de tipo NPN
con su colector conectado a uno de los bornes positivos del allernador

cuando ‘i’ es un nimero natural entre [(n/2)+1] y n,

. Circuito de acuerdo con Ig reivindicacién No.4 caraclerizado porque:

dichos medios para conectar permanentemente los dos electrodos (L.
Ewp) de cada par de electrodos P, al mismo nodo de la referencia

voltaje a través de un repetidor de voltaje son parejas de diodos.

10. Circuito de acuerdo con las reivindicaciones No,1 y No. 9 caracterizado

porque los cétodos de cada pareja de diodos estdn conectados a Ia

\&
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salida del repetidor de voltaje y sus respectivos anodos eslan coneclados
a los dos electrodos del par de electrodos P, cuando ' es un nimero

natural entre 1 y n/2.

11.Circuito de acuerdo con las reivindicaciones No.1 y No. 9 caracterizadu
porque los Anodos de cada pareja d; diodos estan conectados a la salid:
del repetidor de voltaje y sus respectivos cétodos estén coneclados a los
dos electrodos del par de electrodos P\ cuando 'f es un nimero natural

entre [(n/2)+1] y n.

12.Circulto de acuerdo con Ia reivindicacion No.1 caracterizado porguc:
dichos medios para compensar errores en el patron de voltaje son o=
diodos colocados en serie con las resistencias de la referencia de vollaje:

Y se pueden usar hasia 10 diodos para este propésito.

13.Circuito de acuerdo con la reivindicacion No.1 caracterizado porque
dichos medios para compensar errores en el patrdrla de vollaje son ol
segundo diodo conectado entre el catodo de los diodos conectados a lo=
electrodos del lado L, y uno de los bomes negativos del alternador Yy
dichos medios son también el segundo diodo conectado entre el anodn
de los diodos conectado a los electrodos del lado L., y uno de lox

bomes positivos del alternador.

14.Circuito de acuerdo con ia reivindicacién No.1 caraclelizado porgiee

dichos medios para conectar permanentemente los dos circuilu:

5
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independienies al mismo areglo de electrodos son los diodos conectados

a los electrodos.

15.Circulto de acuerdo con la reivindicaciéon No.1 el cual requiere de unn
camara de electroforesis que posee un arregio de electrodos colocados
sobre los 'm' lados de un contomo regular cerrado a razon de k'
electrodos por lado y caracterizado porque 'm’ es un numero nalural par

entre 4 y 50 y 'k’ es un nimero natural entre 1 y 10,

20
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través de un aliemador de forma que salo uno ds los dos circuitos de imposicidn reclba energia eléctricn a la vex. Cada circuito
do imposicién exid formado por varias resistancias y diodos conectados en serle para formar on divisor de voltajes. A los nadna
formados en la unidn de dos resistancias so conectan repotidores de volinjes. Cada repatidar se conecta a una pareja da electrodos
que deben ser polarizados al mismo potencial. Se introducen diodos para cotregir paqueilos errores en el patréin de voltaje aplicado a
loa electrodos. [ circuito e capar de mantener ol potencial de cada electrodo frenis a las variacianes de conductividad que ocurren
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valor y direccidn diferentc cn una cubeta de ECP dol sisteema CHEF. Cubetas con diferente mimero, disposicidn y sepumcidn entre
los clectmdos pueden sor polarizadss con oste cireniio.
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CIRCUITO PARA IMPONER LOS VOLTAJES EN LOS ELECTRODOS DE LAS
CUBETAS DEL SISTEMA CHEF DE ELECTROFORESIS DE CAMPOS
PULSANTES.

MEMORIA DESCRIPTIVA
INDICE DE LA CLASIFICACION INTERNACIONAL DE PATENTES: GOIN 27/26.

CAMPO O RAMA DE LA TECNICA CON LA QUE SE RELACIONA LA
INVENCION: La presents Invencion se relaciona con equipos eiéctricos
utilizados en electroforesis, en especifico con la generacién de potenciales aléctricos
filados en sl contomo para establecer campos homogéneos que alteman su
direccién de aplicaclén,

NIVEL CONOCIDO DE LA TECNICA. CARACTERISTICAS DE LAS
SOLUCIONES TECNICAS ANALOGAS.

La electroforesis

La electroforesis es una técnica que separa moléculas por migracldn diferenclal de
las mlsmas en un campo sléctrico. Las moléculas pueden ser depositadas en un gel
y tamizadas en el mismo cuendo se aplica el campo eléctrico que las obliga a
migrar. Las moléculas cargadas negativamente migran hacia el dnodo y las
cargadas positivamente lo hacen hacia 8l cétodo. De esta forma las moléculas se
van separado y formando bandas en el gel, de acusrdo a su talla. Para la
generacién del campo elécirico se suelen disponer paralelaments dos electrodos
que ae conhectan a una fuente de comrients directa.

Las moléculas de ADN se cargan negativamente cuando se preparan en solucién
tampén a pH neutro o alcalino. Al aplicar el campo eléclrico, las moléculas de ADN
8 elongan y su relacién carga-masa se vuelve indspendiente de su talla molecular.
Lo anterlor, unido al hecho que las moléculas de ADN migran a travéa de ios poros
del gel de manera similar al movimiento de una serpients, 0 sea medlante un
mecanismo de reptacién, determina que las moléculas mayoras de 20000 pares de

i
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bases no puedan ser separadas en la eleciroforesls a campo eiécirico conatante,
aun cuando estin somelidas a tamizaje moleculer.

La slectroforesis de campos pulsantss (ECP) fue creada por Schwartz y Cantor en
1984 (Cell, 37, pp 87-75, 1984; Patenta LS 4,473,452 de Septiambre 25 de 1984)
o incrementd el rango de separacién de las moléculas de ADN que podian ser
separadas en electroforesis. Los autores obtuvieron que las grandes moléculas
intactas de ADN, mayores de 20000 pares de bases, se resolvian en los geles de
agarosa en pairones de bandas mediante la aplicacion de pulsos eléctricos de
duraclones seleccionadas que altermaban periédicaments su direccion de aplicacién
en relaclén con el gel de separacién. Los camblos de direcclén de aplicacién del
campo eléctrico provocan reorientacién de la migracién de las moléculas de ADN,
mientras que la duracién de dicha reorientacién depends dal tamafio o talla de cada
molécula. Los patrones de bandas obtenidos se han denominado ‘patrones
electroforéticos’, 'cartotipos moleculares’, ‘carlotipos eleciroforéticos’, etc.

Aasi, cuaiquler sistema de electroforasis de campos pulsentes consta de:

1. La cimara de electroforesis con sus accesorios.

2. La elecirnica apropiada para alternar los campos eléctricos con la intensidad y
duraciones de pulsos deseadas.

3. El método de polarizar los slecirodos.

Los campos eléctricos que fueron generados en los equipos iniclales de ECP, tales
como los descritos por Schwartz y Cantor (Cell, 37, pp 67-75, 1984; Patente U.S.
No. 4,473,452 de Septiembre 26 de 1584) y ofros como los descritos por Carle vy
Olson (Carle G.F., Olson M.V. Nuclelc. Acld Res., 12, pp 5647-5664, 1984) no
brindaban valores homogéneos de intensidad del campo eléctrico & lo largo del gel,
por {o que, la trayectoria y la velocidad de migracién de las moléculas de ADN en
dichos geles dependfa de la posicién que ellas acuparan an el mismo.
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En teorfa, un campo eléctrico homogéneo es generado por dos electrodos infinitos
que se colocan paralelos y esparadoas clerta distancla. Pero sl disefio de tal cdmera
de eleciroforesis es impracticable. Para aproximarse a la obtencién de un campo
eléctrico de intensidad homogénea a lo largo del gel de separacién, empleando
elecirodos finites, Chu (Chu G., Volirath D., Davis RW. Sclence, 234, pp 15682-
1686, 1986) propuso la sigulente variante:

1. Se sselscciona un poligono regular (cuadrado, rectdngulo o hexdgono) como
contomo cerrado sobre cuyos lados serd colocado un areglo de electrodos para
generar en el [nterior del polligono un campo eléctrico de valores homogéneos de
intansidad. _

2. Se hace colncidir el eje X (v = 0) de un plano carteslano Imaginario con uno de
los lados dal poligono regular.

3. En esos elecirodos colocados en y=0 se aplica el potencial de 0 volts.

4. En los elecirodos del lado opuesto del poligono regular, que se encuentran a una
distancia y=A del aje ‘X, sa aplica un valor V, de potencial.

5. En los restantes electrodos, situados sobre los otros lados del poligono regulary
a una distancia y, del aje X' se aplica un potencial V(y), donde V(y) = Vay/A.

8. Asl, el potancial generado en el Interior del poligono regular es igual al que serla
pensrado por dos electrodos infinltos y paralelos separados entre sl una
distancla A.

7. Si se parmuta electrdnicamente Ia polaridad enfre los electrodos colocados en
dos pares opuestos de lados, se formara un édngulo entre las lineas de fuerza de
los campos eléctricos resultantes. Eea dngulo @8 denominade en ECP ‘dngulo de
reorientaci6n’, '

8. El a4ngulo de reorlentacién obtenido al permutar alectrénicamente la polaridad
entre los elactrodos de dos pares de lados diferentes en el cuadrado serd de 950°
y en el hexdgono de 60° o 120°.

La configuracién de elecirodos en un ameglo hexagonal ha skio la utllizada en los
sistemas actuales de ECP. Ese sistema se denomino como campos eléclricos
homogéneos fijados en el contorno o CHEF (Contour Clamped Homogeneous
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Elactric Field) y fue Introducido por Chu en 1888 (Chu G. Science 234, pp 1532-
1588, Diclembre 16, 1986).

Una de las deficienclas de! sistema CHEF actual as que el contorno cerrade de
electrodos esta limitado a los poligonos regulares descritos anterformente.

Se han propuesto fundamentaimente -tres méfodos que fusron ganando en

complefidad y componentes alectrénicas:

1. Un simple divisor de voitale (Chu G., Vollrath D., Davis RW. Science, 234, pp
1682-1585, 1986).

2. El divisor de voltaje asociado a juegos de transistores en configuracion push-pull
(Maule J., Green D. K. Anal Blochem 191, pp 390-3965, 1890).

3. El uso de operacionales para controlar mejor los voltajes impuestos en cada
electrodo del sistema CHEF (Clark §.M., Lal E., Bimen B.W., Hood L. Sclence
241, pp 1203-1206, 1988).

El simple divisor de voltaje en los sistemas de ECP.

Uno de los métodos para imponer los valores de potenclal en los electrodos del
CHEF es smplear un anillo de resistores que sa conectan en serle. Este anillo forma
un divisor da voltaje entre los valores ‘cero’ y V,'. Nombraremos nodos al lugar de
uni6én entre dos resistores consecutivos del divisor de voltaje y en cada nodo se uns
un selectrodo del hexdgono.

Los electrados colocados en y=0 y y=A, o sea en dos lados opuestos del hexsdgono,
8@ conectan respectivaments a los potenciales '0' y 'V,'. A cada lado, quedan otros
dos grupos de electrodos, donde cada grupo eatd compuesto por los electrodos da
dos ladoa consacutivos del hexdgono. Cada uno de esos slectrodos se conecta a un
nodo del divisor de voltaje que define el potencial que debe aplicarse en dicho
electrodo. El valor de potencial que se Impone ge calcula como se mencioné en el
acdpite anterior. Por eso, los dos slectrodos que se encuentren en dos lados
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diferentes del hexdgono, pero a la misma distancia y; de los electrodos mas
elecironegativos (y=0) debsen poseer el mismo valor de voltaje dado por V(y) =

VoA

Para lograr el cambio de direccién de aplicaclén del campo eléctrico, lo cual es
imprescindible en la ECP, se aplica la diferencia de potencial a otros dos grupos de
electrodos diferentes. Esto se realiza con la ayuda de relés y diodos que conectan
los electrodos que se deben polarizar con cero volty V, a los bomes de la fuente a
través del sistama de conmutaclén de los campos eléctricos.

Sin embargo, el uso de series de resistores para fijar los voltajes tiene un
inconvenlents. Cuando se pone en comtacto el anillo de resistoras con la solucion
tampén, esta Ultima se comporta como un nuevo reslator conactado en paralelo con
los reslstoras del anlllo. Las corrlentes que sa Inyectan desde los resistores hadia
los electrodos y viceversa, cambian el vaior del potencial en cada slectrodo lo que
afecta 1a homogeneidad del campo eléctrico. El camblo de voltaje depende de la
cantidad de corriante que se inyecta o sa exirae de ia solucién tampdn y esta a su
vez depende de cambios en la concentracién, temperatura, volumen y pH de la
solucién tampdn, entre ofros. Dichos cambios afectan aleatoriamente la
conductividad del tampén y por tanto la magnitud de la coriente eléctrica que sa
intercambla con el circuito resistivo puro (Maule J., Green D, K. Anal Biochem 181,
pp 390-39&, 1990). Estos cambios aleatorios del patron de voltaje son incontrolables
y por tanto, afectan de manera diferents los resultados y la reproducibilldad de los
patrones electroforéticos que se obtienen en cada experimento,

Esos camblos pueden ser reducidos si la corfente que pasa por la serie de
resistencias es mucho mayor a la que circula por [a solucidn (Maule, J. and Grean,
D. K. Anal Blochem 191, pp 390-395 1980). Sin embargo, esa solucion tiene la
desvertaja de que provoca un gasto Innecesarlo de energla eléchrica y obliga a
utilizar componentes (especiaiments los resistores) de mayor potencia que soh més
caros.
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El divisor de voltaje asociado a Juegos de fransistores en configuracién push-pull.

Para resolver los problemas planteados pera el divisor resistivo de voltaje se
propuso el ugo de fuentes de corrientes construidae con slemsntos semiconductores
(Maule J., Green D. K. Anal Blochem 191, pp 380-396, 1990). Esas fuentes de
corrienta separan cada electrodo del nodo comespondiente en 1a serle de resistores
del divisor. Entre cada nodo y su electrodo comespondiente se coloca una pareja de
fransistores en la llamada conflguracién 'push-pulf, los que inyectan y extraen
corriente eléchrica de cada electrodo, con lo cual repiten en los electrodos ef voltaje
que brinda el nodo del divisor sin que &sa afectado por los cambios de
conductividad de la solucién tampén. El sistema mencionado logra polarizar
adecuadamente los electrodos en las dos direcclones de aplicaciéon del campo
eléctrico en la ECP. Sin embargo, posee algunas limitaciones:

1. Los pares de elecirodos que deben estar polarizadas con Igual valor de voltaje,
Vin)=Va"y/A, obtienen su potenclal de nodos diferentes, por lo que, no siempre
88 logra la igualdad de voltajes en todas los pares de electrodos que &e
requieren,

2. Los electrodos que se encuentran més cerca de los elecirodos mds
electropositivos reciben la corriente eléctrica del trensistor tipo NPN del push-pull
al que estdn conectados. Mientras que los electrodos que se encuentran més
cerca del [os electrodos més electronegativos drenan corlente eléctrica hacla el
transistor tipo PNP del push-pull al que estén conectados. El hecho de que
estén activos a la vez fransistores de polaridades diferentes introduce emrores en
ol patrén de voltajes.

3. Las resistencias que establecen el patrén de potenciales en una de las dos
direcclones de aplicacién del campo son las mismas que lo hacen en la otm
direccién. Por eso, no es posible hacer un ajuste Independiente del patrén de
potencialas en cada campo. Cualquier variacién que &8 quiera introducir en una
de las dos direcciones afecia necesarlamente a la otra direccién.

4, El circuito posee tantos pares de transistores en configuracién push-pull como
alecirodos tiene la cubeta CHEF. Los pares de fransistores en configuracion
push-pull se conactan en paralelo. Cuando ocurre rotura de algunc de los
transistores es dificll determinar el par dafiado.
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5. En los pares de franslistores configurados en push-pull siempre uno de los
transistores esta activo mlentras el otro se encuantra inactivo, Esto significa que
eh todo momento la mitad de log transistores estd Inactiva. Sin embargo, esos
transistores no pueden eliminarse del circufto, pues cuando el campo seléctrico se
aplica en la otra direccién, algunos pares cambian el transistor activo. Por tanto,
el anillo divisor de voltaje unido a pares de transistores en configuracién push-
pull es ineficlents, ya que el ndmero total de transistores inactivos en cada
campo e3 excesivo al lgual que Ja cantidad total de transistores.

8. Todos los pares de translatores estdn conectados a la fuente de poder sin ningdn
elemento que limite la cormrients. El fallo de uno solo de los transistores provoca
cortocirculto antra los bomas positivo y negativo de la fuente de poder. Por lo
que se puade conclulr qua el clrcuito no es seguro.

El uso de operacionales para controlar mejor los voltajes impuesfos en cada
electrodo del sistema CHEF.

Oftros slstemas més complajos utilizan amplificadores operaclonales para realizar un
control individual del potenclal que se impone en cada electrodo del ameglo
hexagonal de |a cAmara {Patente US 6,084,167). Esos sistemas [ogran varlar el
éngulo entre las dos direcclones de aplicacién dsl campo elécirico pero a costa de
aumentar la complejidad slectrénica de los sistemas, tanto en su construccién como
su operacién. Adicionalments, los elementos que realizan el control de los
potenciales no pueden ser convenientemente alslados de los elementos de poder.
Es necesario la conversién digital lo que implica nuevas compiejidades y aumenta el
costo del equipo.

Por otra parte, Riverdn y cols. (Patente Cubana, No. de sollcitud: 308/2000)
demostraron que para la obtancién de patrones de bandas rectos y reproducibies en
ECP es necesario garantizar campos eléciricos de intensldad homogénea an la
cdmara de electiroforasis. Ellos determinaron que la homogeneidad del campo
eléctrico aplicado solo puade ser obtenida si, ademads de posesr un sistema de
polarizar adecuadamente loa electrodos en e contomo cermado, se garantiza
homogeneidad en la resistencla elécirica del tampdn y del gel. S| describimos ia
resistancla eléctrica como

0%
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R={1/c)e(d/A)

donde: (o) es la conductividad del elactrolito, (d) @s la separacién entre los
electrodos de polaridades opuestas y (A) ae el &4rea de seccién transversal al paso
de la cormriente.

Se deduce que para que la resistencia eléctrica sea homogénea en toda la cémara
es necesario que no exista turbulencia en ia superficie del tampén ni deformacionss
o meniscos en el gel que alteren o modifiquen el drea de [a seccidn transversal al
paso de la corrients.

Por lo tanto, ai los sistemas de ECP, atin Jos que poseen crcuitos electrénicos muy
complejos para polarizar los electrodos, no tienen en cuenta la hamogeneidad de la
resistencla slécirica en el tampén, no pueden garantizar patrones de bandas rectos
y exparimentos reproducibles. Esta situacién se hace mas critica con cimaras mas
pequefias,

ESENCIA DE LA INVENCION

Para explicar adecuadamente el circuito propuesto en esta invenclén es necesario
definir un sistema de referancia.

El sistema de refarencia

Consideraremos un contomo camado de alectrodos (de las cdmaras de ECP del
sistama CHEF) al conjunto de varios elecirodos que se colocan sobre los 'm' lados
de un pol{gono regular, donde 'm’ es par. En nuestro sistema de refsrencia (Figura
1) se dafine el lado L, arbitrarlamente y se coloca sobre el sje "X de un plano
carteslano. El lado opuesio {denominado como Lyyxe1 queda a una distancia ‘A’ del
eje X. De esta forma, los lados restantes del poligono regular quedan distribuldos
simétricamente a ambos lados de los lados L, y Lywae. LOs lados del poligono

o,
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regular que se encuentran a la zquierda de loa lados Ly ¥ Lynay 8@ los denominard
como Jados ‘C’ y los que se encuaniran a ia derecha como lados 'D’.

Sobre cada lado se colocan 'k’ alectrodos donde 'K’ es un numero natural entre 1 y
10. Asl quedarén 'K electrodos colocados sobre el lado Ly 0 sea sobre el eje ‘X' con
ordenadas yp = 0. También quedardn ‘K’ electrodos sltuados sobre el lado ‘Lz a
una distancia ‘A’ del eje X con ordenadas yn1=A.

Todos los electrados situados sobre los lados 'C’' v 'D' ae denominardn como Ejc,
Ezc,... Enc ¥ E1p, Eap,-., End, donde 'n’ es igual a 'ke(m-2)/2'. La denominacitn de los
electrodos se hace en el siguienite orden para los lados ‘C’ y ‘DY, partiendo del lado
Ly hasta llegar al lado Lywzsi. Electrodos, Ese, Eac,.., Enc, Y electrodos Eyp, Eap,..,

" Enp. LOS dos elecirodos Exc y Eip 86 colocan a la misma distancla y; del eje X,

donde | es un nimero natural entre 1 y n. Ceda uno de esos ([Eic Eip), [Exc-
Ezol....[Enc-Enp]) 8 denominari par de electrodos P;.

clreuito de esta jnvencidn para |o 08 _eldctr omo an_el
ord coniomo od o

Para explicar el circuito, primero se referird como lograr un campo homogéneo
empleando el sistema de referencia anteriormente descrito. Se parte de la base que
todos log electrodos son energizados durante la electroforesis con un voitaje dado
entre 0 y V, volts que se obtiene de una fuente de poder de la siguiente forma.

1. Alos K electrodos colocados sobre el lado L4 se le aplican O voits.
2. Alos 'K electrodos colocados sobre al lado opueato Lynzy4 88 le aplican V, volts.

Sin embargo, al aplicar una diferencia de potencial entre los electrodos colocados
en (os lados Ly y Lynm+ 8@ e@stablece en el intarlor de la cdmara de ECP un campo
eldctrico cuya intensidad no ea homogénea en todas [as regiones de a camara.
Esto eignifica que en los pares de electrodos Py aparece un voltaje dado que no ee
proporcional a la distancia . Por lo que, en los electrodos restantss deben
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imponerse valores de voltaje tales que homogeneicen el campo eléctrico an toda la
camara de electroforesis. Entonces a los electrodos de los pares P se le aplica un
voltaje Vi = Vyew/A.

Asl, log electrodos del contorno cerrado quedan polarizados de forma que genseran
un campo elécirico homogéneo en una direcclén de aplicaclén determinada. Un
razonamlento similar es aplicable para lograr un campo eléctrico homogéneo de
igual magnitud, pero cuyas lineas de fuerza posean oira direccion. Solo es
necesario definir como L4 otro lado del poilgono regular.

En esta Invencion se propone que los dos campos eléctricos de la ECP pueden ser
energizados con dos circultos de imposicién idénticos. Estos circuitos de imposicién
se conectan entre los bomes positvos y negativos del clrculto exdstente para
alternar los campos eléctricos o altemador de forma que solo uno de los circultos de
imposicion reciba energla eléctrica a la vez.

Ceada uno de esos circuitos impona an loa electrodos los voitajes que generan un
campo eléctrico de Intansidad homogénea en una de las direcclones de aplicacidén
en las cubetas del slstema CHEF. lLas conexiones circultales en una de las dos
direcciones donde se aplicard 8l campo eléctrico se realizan de |a sigulente forma:

L Uno de los bomes negativos del altemador se conecta a través de diodos a
todos los ‘K’ electrodos del lado Ly {lado colocado sabre ei gje X'), mientras
que el bome posltivo corraspondients a esa bome negativo del aitemador se
conecta a través de dlodos a los 'k’ elecirodos situadoa sobre ol lado Lz,
es dacir a los electrodos del lado que se encuentira a la distancia A del eje 'X.

il La conaxién a través de diodos entre el borne negativo del altemador y los 'k’
electrodos del lado L4 e reallza de ia siguiente forma:

a) cada electrodo del lado L del poligono regular se conecta al 4nodo de un
diodo,

b) los cédtodos de esos dlodos, uno por cada electrodo, se conecien entre si y
al dnado de un segundo diodo,

¢) ol catodo de ese segundo diodo se une al bome negativo del altemnador.

e
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La conexi6n a través de diodos entre el bome positivo del altemador y los ‘K’
electrodos del lado Lynzy1 86 realiza de la siguiente forma:
a) cada electrodo del lado Lywzs del poligono regular se conecta al catodo
de un diodo,
b) los dnodos de esos diodos, uno por cada electrodo, se conectan entre sl y
al cdtodo de un segundo diodo,
c) el dnocdo de ess segundo dlodo se une al bome positivo del attemador.
A los bomes negativo y positivo del altemador se conectan ademés los
extremos de un divisor de voltaje formado por n+1 resistores R; y una
cantidad variable de diodos. Asl, se divide 8] voltaje total (V,-0) en valores °
que son proporcionales a la distancla y; que separa cada par de electrodos P,
(EicEip) del ejo 'X'.
Cada nodo N, que se forma entre los resistores R, y Ry del divisor de voitaje
se conecta ala entrada de un repetidor de voliaje. La salida de cada repetidor
de voltaje se conecta & una de las parejas da electrodos Py. Los repetidores
de voltaje tlenen dos funclones, una es repetir en su sallda (la parsja de
electrodos Py) el voliaje de su entrada que procede del nodo Ni. La otra
funclén es mantensr constante ese voltaje frente a los cambios de
conductividad del tampoén durants la ECP.

Los repetidores de voltaje son de dos tipos:

1- Cuando el repetidor de voltale se conecta entre un nodo N, del divisor y un par de

electrodos P, donde ‘P es un nimerc natural entre {(n/2)+1] y n, dicho repetidor
de voltaje estd formado por los sigulentes elemantoa circuitales:;

un transistor de polaridad NPN cuya base se conecta al nodo N, del divisor de
voltaje, su colector al bome posltiva del alternador y su emisor a los dnodos
de dos diodos, cuyos respectivos citodos se conectan con los electrodos de
la paraja de electrodos P, ya menclonada.

2- Cuando el repetidor de voltsje se conecta entre un nodo N, del divisor y un par de

alectrodos P; donde ‘7 &8 nimaro natural entre 1 y n/2, dicho repetidor de voltaje
asta formado por los elguientes elementos clrcultales:
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un transistor de polaridad PNP cuya base se conecta al nodo N, del divisor de
voltaje, su colector al borne negativa de! attemador y su emisor a los c4todos
de dos diodos, cuyos respectivos dnodos se conectan con los electrodos de
la pareja de electrodos A ya mencionada.

El valor de cada resistor R; se escoge de forma tal que el voltaje de cada par de
electrodes P, sea proporcional a la distancla que los separa de los elactrodos
situados sobre el lado Ly del poligono regular.

E! ofro clrculto es idéntico a ésts, pero se conecta a ios elecirodos E;, de forma
diferente. Para ello, se redefine como lado L, a cualquier ofro (ado del poligono
regular segin e! &ngulo que se desee ssiablecer entre las lineas de fuarza de
ambos campos eléciricos que se generarin y se rota el sistema de referancia el
éngulo nacesario para que ei nuavo lade Ly quede sobre el eje 'X'. A partir de L, se
redefinen los lados ‘'C' y 'D’, los electrodos E, y los pares de electrodos Py

Del razonamiento anterior se deduce qua las parejas de slectrodes P, de cada uno
de los circultos son diferentes. Por eso, se requieren diodos y no sa puedsn
conectar directaments a los emisoras de los transisiores de los repetidores de
voltaje. Los diodos permiten unir ambos electrodos de la pareja garantizando que
tengan el mismo potencial cuando ese repetidor de voltaje esta activo, pues se
aplico el campo en esa direccién. Cuando el campo eléctrico se establece en la otra
direcclion los dlodos que unen la antigua pareja P, quedan conectados en serle pero
con polaridades opuestas. Asl se garantiza que las ramas del circuito entre las
antlguas parejas de electrodos, que en ese momento unen electrodes de diferente
potencial, tengan al menos un diodo polarizado inversamente. La resistencia de
éstos al paso de la corriente eléctrica es muy alta y los electrodos de esa rama
quedan elslados eléctricaments.

La influencia de los cambios de conductividad de la soluclén tampdn sobre el
potencial de cada nodo N, del divisor se raduce Inyectando o extrayendo corrlente
del electrodo hasta que su voitaje sea igual al de su nodo. Como fuentes de
corriente se utilizan transistores en la configuracién de "seguidor de emisor”. Las
pares de electrodos situados mas cerca del bome negativo siempre tienen que
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extraer comrienta de ia solucién puesto que sl potenclal lende a ser mas slevado
que el de su nodo de referencla cormespondients. Por esta razén se utillzan los
transistores de tipo PNP que drenan esta corrients hacla el bomne negativo de la
fuente. Los pares de electrodos situados mas cerca del bome positivo siempre
lenen que aftadir comrients a la solucién puesto que su potenclal iende a ser mas
bajo que el de su nodo correspondlents. Para ello se uflliza un transistor de tipo
NPN que extrae comiente del bome positivo. De esa forma no se afecta
apreciablements el potancial de los nodos de referencia.

Durante la slectroforesis acurren variaclones en la temperatura, concantracién, pH,
altura, etc. de la solucién. Estas perturbaciones tienden a alterar el patrdn de voitaje
an los alectrodos. La cormients necesaria para contraimestar estos efectos es tamblén
manejada por los transistores.

El potenclal de cada pareja de electrodos es similar al de su nodo de referencia pero
se diferencia en cierto valor. La diferencia es provocada por la calda de voltaje entre
los terminales base y emisor del transistor y en el diodo asoclado a cada electrodo
de la parsja. Esta calda es propia de las uniones PN de los elementos
semiconductores de slliclo y es aproximadamente Igual a 0,7 volt.

El cambio de polaridad de los transistores y los diodos que ocurre en el centro del
divisor infroduce un error en el patrén de voltajes. Este error se puede compensar
insertando diodos en serle con el resistor central del divisor de voitaje. De esta
forma el potencial de los nodos de referencia se modifica en igual magnitud pero
sentldo contrario al efacto de las cafdas en los fransistores y diodos de cada pareja.

Finalmente es necesario afadir un diodo en serie con los dicdes que polarizan los
electrodos sltuados sobre los lados Ly y Lymge1 ¥ que 8e conectan a los bomes
negativo y positivo del altemador. Esto es nacesarlo para homogeneizar el nimero
de caldas de voliaje (provocadas por unlones PN directamente polarizadas) en el
camino entre los bomes del altemador y cada uno de los electrodos. Este camino
para los electrodos situados sobre los lados 'C' y 'D’ presenta dos uniones PN.
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Por tanto, el circuito propuesto en eeta invencién consta de dos partes iguales que
88 conactan a la fuente de poder a través de otro circuito electrénico apropiado para
altemar los campos eléctricos con la Intensidad y duracién de pulsos deseadas.
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EJempios de reallzaclén:

Los siguientes ejemplos son ilustrativos del circuito que se describe pero en ninguna
medida son Iimitativos del alcance de esta patente.

jemplo 1. Circul izar glecirod 8 U gra h al de 18
alectrodos.

Ameglo de elecirodos.

En la Figura 2 se muestra un grupo de electrodos 101 al 148 dispuestos sobre un
hexagono regular a8 rezén de tres elecirodos por cada lado. En una de las
direcciones de aplicacion del campo eléctrico (denominada A) los electrodos 101,
102 y 103 (denominados grupo A+} se polarfzan con sl méxmo potenclal, cercano al
potsncial del bome positivo de la fuente de poder. Los electrodos 110, 111 y 112
(dencminado grupo A-) se polarizan con el minimo potencial, cercano a 0 volts. El
resto de los electrodos 8e organizan en parejas (Tabla 1). Ambos electrodos de cada
pareja serdn polarizados al mismo voltaje, el que serd proporcional a la distancla
desde cada pareja hasta los electrodos del grupo A-.

En la ofra direcclén de aplicaclén del campo elécirico (denominada B) los electrodos
113, 114 y 115 (denominados grupo B+) se polarizan con el médmo potencial,
cercano al potencial dal home positivo de la fuente de poder. Los elsctrodos 104,
105 y 106 (denominado grupo B-) se polarizan con el minimo potencial, cercano a 0
volt. El resto de los electrodos 88 organizan en parejas (Tahbla [). Ambos eiecirodos
de cada pareja serén polarizados al mismo voltaje, el que serd proporcional a la
distancia desds cada pareja hasta los slectrodos del grupo B-.

En este armreglo particular de electrgdos la distancia 'dist entre dos electrodos
consecutivos es la misma. Sin embargo la distancia entre ia pareja de electrodos
118-104 y los slectrodos del grupo A+ es |a mitad o sea ‘dist/2'. Le mismo ocurre
con las parejas 113-109, 116-112 y 103-107 respecto a los elecirodos de los grupos
A-~, B+ y B- respecitivamente.

3ar
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Tabla !. Parejas de alectrodos y tipo de transistor que posee el repatidor de voltale al
que se conectan. .
Direccldn A “Direccién B Tipo de

transistor
118 104 118 112
117 105 117 111 NPN
118 106 118 110
115 107 101 109
114 108 102 108 PNP
113 109 103 107

Las filas muestran el nimero de los electrodos que deben polarizarse al mismo
voltaje para generar un campo eléctrico homogéneo en las dos direcciones de
aplicacién A y B en una cubeta con una disposicién de elecitrodos similar al de la
figura 1.

Para generar los potenciales de referencia en esta cdmara CHEF de fres electrodos
por lado &8 necesitan siete resistores 201 y 202 conectados en serle (Figura 3). Los
resistores 201 son de igual valor, los resistores 202 tiena la mitad de este valor. La
cadena de resistores 201 y 202 se conectan a los potendiales positivo (+) y negafivo
() de una fuente de poder a través de conmutadores. Este dlvisor de vollajes
genera los potenclales de referencia que aparecen en los nodos 203 y 204.

Los repetidores de voltaje 205 y 206 toman el voltaje de los nodos de referencia 203
¥ 204 para polarizar adecuadamente a los electrodos en las direcciones Ay B.

En la Figura 4 se musestran con més detalles los repetidores de voltaje 205 y 206. La
base detl transistor 301 de polaridad NPN se conecta al nodo 203, El colector del
transistor 301 se conecta al bome positivo (+) a iravés de conmutadores. El emlisor
del transistor 301 se conecta a los Anodos de doa diodos 302, los que a su vez se
conectan por el cétodo a los electrodos cuye potencial corresponde a ese nodo 203
en particular.
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La hase del transistor 303 de polaridad PNP se conecta al nodo 204. El colector del
transistor 303 se conecta al bome negativo a través de conmutadores. E] emisor del
transistor 303 se conacta a los céitodos de dos diodos 304 los que a su vez se
conectan por el énodo a los electrodos cuyo potencial corrasponde a ese nodo 204
en particular.

En la tabla | se sefiala los electrodos que se polarizan con transistores de tipo NPN
(repetidor de voltaje 204) y PNP (repetidor de voitaje 205).

Los elactrodos de los grupos A+ y B+ (Figura 5) se conectan al cdtodo de diodos
401 que se unen por ol &nodo. El &nodo de los diodos 401 se une &l citodo de otro
dicdo 402 que a su vez 8e une por el &nodo al home posliivo de la fuente a través
de conmuiadores.

Los electrodos de los grupos A- y B- se conectan al énodo de diodos 403 que se
unen por el cétodo, El cétodo da los diodos 403 se une al énado de otro diodo 404
que a su vez se une por el cAtodo al bome positivo de la fuente a través de
conmutadores. Los dlodos 402 y 404 garantizan que las ramas que alimentan a los
slectrodos de los grupos A+, A-, B+ y B- tengan las mismas caldas de voltaje
provocadas por [as uniones PN que el resto de ios electrodos dei ameglo.

Los dicdos 207 (Figura 3) son los que compensan los ermores provocados por el
cambio de polaridad de los transistores y loa diodos en el patron de voltaje.

En la Tabla Il se presentan los voltajes tedricos y medidos en los electrodos de una
cubeta CHEF. Los elecirodos estdn dispuestos sobre los lados de un hexdgono
como el de |a Flgura 2. La sepamacién entre los lados opuestos es 11,8 cm. La
cubeta se llené con 225 ml de solucion tampdn TBE 0,5x (TBE 1x: Tris 88 mM,
Acido bérico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,4) a 20 °C. Los voltajes ss generaron con
un dircuito simllar al presentado. Los resistores utilizados fueron de 470,0 ohm, para
lograr la mitad del valor en los resistores 202 se colocaron dos en paralelo. Los
transistores utilizados fueron MJE 340 y MJE 350 y los diodos 1N4007. La energla
se obtuvo de una fuente de poder Macrodrive | cuya sallda se ajustd a un voltaje
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constante de 120,0 volt entre los bores posttivo (+) y negativo (-} en las direcciones
AyB.

Tabla |1. Valores teéricos y generados por el circulto presentado en los electrodos de
una cubeta CHEF de 18 electrodos dispuestos sobre los lados de un hexagono.

“Valtajes tedricos Voltajes reales (Voit)
(Valt) — Direccion A Direccion B
1188 101,102y 103: 18,7 - 118, 114y 113 118,7
108,8 118:108,8 1041089  146: 1088 112 1088
80,3 117. 88,2 105:80,2  117:89.2 111: 88,2
60,8 116:69,7 108: 69,7 118:69,7  140:698
50,2 116: 50,2 107: 50,3 101: 50,4 109: 50,3
30,7 114: 30,8 108: 30,8 102:30,8 108: 30,8
11,2 113:11,2 109; 11,2 103: 11,2 107- 11,2
1,4 112, 111y 110: 1,4 104, 105y 106: 1.4

El nimero del electrodo, segin la F'irgura 2, aparece en nogrita.

El voltaje tedrico se calculd considerando una cafda tipica de 0,7 volt en cada unién
PN (en los diodos y entre la base y el emisor de los transistores) de los slemantos
semiconductores de silicio. Para el calculo se considerd a loa transistores como
slementos ideales que no poseen coriente de base.

axagonal de 36 el os buldos 10 Un am

En la Figura 6 se muestira un grupo de electrodos puntuales 501 al 536 dispuestos
sobre un hexdgono regular a razén de sels electrodos por cada lado. En una de las
direcciones de aplicacién del campo eléctrico (denominada A) los electrodos 501, al
506 (denominados grupo A+) se polarizan con el maximo potencial, cercano al
potencial del bomme positivo de la fuente de poder. Loa electrodos 519 al 524
(denominado grupo A-) se polarizan con el minimo potencial, cercano a O volts. El
resto de los electrodos se organizan en parejas (Tabla ll). Ambos electrodes de

]
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cada pareja serdn polarizados al mismo voltaje, el que serd proporcional a la
distancia desde cada parsja hasta los electrodos del grupo A-.

En la otra direccién de aplicacion del campo elécirico (denominada B) los electrodos
525 al 530 (denominados grupo B+) se polarizan con el méximo potenclal, cercano
al potenclal del bomne positivo de la fuente de poder. Los electrodos 507 al 512
(denominado grupo B-) se palarizan con el minimo potenciel, cercano a 0 voit. El
resto de los electrodos se organizan en parejas (Tabla Iil). Ambos electrodos de
cada pareja seran polarizados al mismo voltaje, el que serd proporcional a la
distancia desde cada pareja hasta los slectbodos del grupo B-~.

En este caso las distancias entre dos elecirodos contiguos no es [a misma. Por
ejemnlo la distancia entre el electrodo 501 y el 502 es diferents a la distancia entre
el e 2ctrodo 502 y el electrodo 503.

Parn qenerar los potenciales de referencia en esta cdmara CHEF de seis slecirodos
por lado se necesitan irece resistores 601, 602 y 603 conectados en serie (Figura
7). Los valores de resistencia de los resistores 601, 602 y 603 deben ser ascogldos
de forma tal que el potencial entre cada electrodo sea proporcionsl a la distancia
entr= cada elactrodo y los electrodos de los grupos A- y B- para cada una de las
direc~iones A y B, respectivaments. En este caso los resistores 801 fueron son de
348 ohm los resistoras 602 son de 470 ohm y los resistoras 803 son de 235 ohm. La
cadana de resistores 601, 602 y se conecian a los potenclales positivo (+) ¥
neqz'vo (-) de una fuente de poder a través de conmutadores. Esta divisor de
voltajes genera los potenciales de referencia que aparecen en los nodos 604 y 605.
Los repetid-res de voltaje 808 y 607 toman al voltaje de los nodos de referencia 604
y 605 para polarizar adecuadamente a los electrodos en las direcciones Ay B. Los
rer ‘idores de voltaje 608 y 807 son idanticos a los repetidores 205 y 208 (figura 3).
Se infroducen diodos 608 en sarie con [os resistores para cormreglr los errores en el
pairin de voltajes provocados por al cambio de polaridad de los transistores que se
enr'1- ntran dentro de los repetidores de voltaje 606 y 607 activos

Par nolariz1r los electrodos de los grupos A+, A-, B+ y B- se utillzan diodos (Figura
8) en un circuito similar al presentado en el elemplo 1. En este caso se utilizan sels

Lo
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¢ ~dos 701 y 703 para polarizar los electrodos de los grupos A+ y A- pues esta
a: -aglo particular de electrodos presenta sels diodos por cada lado. La funcién de
les diodos 702 y 704 es iguel a los del ejemplo 1, garantizar que el potencial de
ic Jos los electrodos este afectado por el mismo nimero de caldas de voltaje.

Tabila {ll. Valores tedricos y generados por &l circuito pregentado en los slectrados
¢ : una cubeta CHEF de 38 elactrados dispuestos sobre los {ados de un hexsigono.

"‘oltajes Voltajes reales (Volt)

+ looa {Vol) Direccion A Direccion B

~ 778,80  601,502,603,604,506,606.116,75 5625,526,521,528,629,530:118,75
T 1318 638:113,15 §07:113,15 &624:113,16 53111315
~ 70485 535:104,70 500:104,70 523.104,75 532:104,75
T 7382 5349340 ~509: 93,40 5229340 533; 93,40
- 1528 633.8505 B10: 85,05 521:65,00 534: 85,00
T 3,05 53273,90 511; 73,85 5207385 ~ b3b; 73,85
T 572 5316565 B12, 6555 6196555 636 6565
T 7348 830:5440 613; 54,30 518:54,30 501: 54,40
T 815  828:46,15 514 46,15 617:46,10 502 46,10
T 33,92 528:34,90 616 34,05 5183495 503; 34,85
~ 8558 521.26,60 516 26,00 b516:26,60 504: 2655
T 535 5261535 517: 15,35 6141535 505: 15,35
T 02 625855 518; 6,95 613695 606 6,85

14 524, 623, 622, 621, 620, 519: 1,4  b12, 611, 610, 609, 508, 607:1,4
L .las muestran el nimero y el voltaje de loe electrodos que deben polarizarss al
r To potencial para generar un campo eléctrico homogéneo en las dos
d.i -cciones de aplicacién A y B. La primera columna muestra el potencial teérico
le corresponds a cada pareja de electrodos. El ndmero del elecirodo, seguin ia
[ ra 6, aparece en negrta. El voltaje teérico se calculé con las mismas

¢ idemaclones que en el ejempio 1.

[ ' Tabla Il se presentan los voltajes tedricos y medidos en los electrodos de una
¢ ~ta CHEF. Los electrodos eetdn dispuesios sobre los lados de un hexagono
¢ o el de }a Figura 6. La separacién entre los lados opuestos es 11,6 cm. La
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cubeta se llend con 225 mi de =solucén tampén TBE 0,5x (TBE 1x: Tria 89 mM,
Acido bérico 88 mM, EDTA 2 mM, pH 8,4) a 20 °C. Los voltajes se gensraron con
un clrouito simllar al presentado. La energla se obtuvo de una fuente de poder
Macrodrive 1 cuya salida se ajusté a un voltaje conetante de 120,2 voit entre los
bomes positivo (+) y negativo {-) en las direcciones Ay B.

Los ejemplos que s8 han presentado son fiustrativos de la presents invencién y no
constituyen fimitaciones a su aicance. Cubetas de diferente tamafio y forma, nimero
y distribucién de electrodos pueden ser polarizadas con circulios similares al
mostrado varlando solamente el nimero de elementos circuitales: transiatores,
diodos y resistores asi como el valor de resistencia de esios Gltimos y estarian bajo
el alcance de la prasents invencién.

274,
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Se adjuntan {as sigulentes figuras:

Figura 1. Sistema de referencla utilzado para describir la distribucién de los
electro:ios en las camaras de ECP sistema CHEF que pueden ser polarizadas por el
circuitc e la presents invencién. Los electrodos se dlsponen sobre un poligono
regular e ‘m’ caras, donde ‘'m' @a un nimerv par entre 4 y 50. En cada lado del
paligor.o se colocan ‘k’ electrodos, donde ‘K’ 88 un ndmero natural entre 1y10. Uno
de los '1dos del pollgono (denominado L) a8 hace coincidir con el eje X' de un
sistema de coordenadas. El lado opuesto del poligono (denominado Lz« 88
encuent-a a una distancia y=A del eje ‘X.. A la lzquierda de los lados Ly y Lywn+1 80
encue’ ‘~a los lados C v a la derecha los lados D.

Figura -. Esquemna de la distribucién de los 18 electrodos de una cubeta CHEF
hexag- "al. Con los simbolos A+ y A- se indican los electrodos que se conectan a
bome * ~sltivo y negativo de una fusnte de poder (a través da un circuito alternador)
para e "1blecer un campo eléctrico en la direccién A. Con los simbolos B+ y B- se
indica~ "18 electrodos que se conectan a borne poaitivo y negativo de una fuente de
poder - través de un circulto alternador) para establecer un campo eléctrico en la
direcc’ .1 B.

Figura 3. Divisor de voitaje formade por diodos y resistores que se conecta & los
bomes -1e una fuente de poder (a través de un circuito altemador). Este circulto
g=ner~ s voltajes que polarizan una parte de los electrodos de una cubeta CHEF
hexaq -al de 18 electrodos. A los nodos que se forman entre dos resistores se
cnner- 11 repetidores de voltaje.

Figura 1. Repetidores de voitaje. La bage de los transistores se conecta a los nodos
d=l div: “r de voltaje y al emisor se conectan dos diodos que a su vez se conectan a
una p~r~ja de electrodos que debe ser polarizada al mismo potenclal. En la parte
s'per  se encuentra un repetidor de voltaje con un transistor NPN cuye colector se
coner- - 1l borne positivo de una fuante de poder (a través de un circuito alternador).
E* 1= * e Inferior se encuentra un repetidor de voitaje con un transistor PNP cuyo
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colector 8e conec:s 5i bona positivo de una fuente de poder (a través de un dircuito
alternador).

Figura 6. A la {zqui ‘rda se muesatra el circulto que polariza ios electrodos de los
grupoa A+ o B+ en | 1a cubsta CHEF modelo hexagonal de 18 electrodos. El &nodo
del dlodo que se er: uentra en la parte superior se conecta al bome positivo de una
fuente de poder a t- 1vés de conmutadores. A la derecha se mueatra el circulto que
polariza los elec'r *~5 de los grupos A- o B- en una cubsta CHEF modslo
hexagonal de 16 e.2cirodos. El cdtodo del diodo que se encuentra en la parte
Inferior se conec:~ al bome negativo de una fuente de poder a través de
conmutadores. '

Figura 8. Esquem- ¢ la distribucién de los 36 elecirodos de una cubeta CHEF
hexagonal, Con 12~ :'~bolos A+ y A- se indican los electrodos que se conectan a
borme positivo y r~~" “xo da una fuente de poder (a ravés de un circuito atemador)
para establecer .1  :mpo eléctrico en la direcclén A. Con los simbolos B+ y B- s
indican los electr -s nue se conectan a bome positivo y negativo de una fuente de
poder (a través ¢z ' 1 circuito altemador) para establecer un campo eléctrico en la
direcci6n B.

Figura 7. Divisor ¢ - “»aje formado por diodas y resistores que se conecia a los
bomes de una fi'r *: de poder (& través de un circulto alternador). Este circulto
genera log voltaj: s '= polarizan una parte de los elscirodos de una cubeta CHEF
hexagonal de 3F e' c¢‘rodos. A los nodos que sa forman entre dos resistores se
conectan repetid- - . -~ “12 voltaje.

Figura 8. En la p2 » superior de la figura se muestra el circulto que polariza los
electrodos de los ~ uros A+ o0 B+ en una cubsta CHEF modelo hexagonal de 38
electrodos. El 4nc fel diodo que se encuentra en la parte superior del circulto se
conecta al bomr *+ ™vo ¢2 una fuente de poder a través de conmutadores. En la
parte inferior de *1 *''ra se muestra el circuito que polariza ios electrodos de los
grupos A- 0 B-e- -~ ~ubeta CHEF modelo hexagonal de 38 electrodos. El catodo
del dlodo que s.  cuentra en la parte inferior del circulto se conecta al bome
negativo de una %:* ' de poder a través de conmutadores.
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VENTAJAS DE LA SOLUCION PROPUESTA.

1) Se polarizan correctaments los electrodos de cubetas tipo CHEF de diferente
forma, tamafio, niimero y distribucion de elactrodos.

2) El circulto es més sencillo que los sistemas de imposicién de voltajes anteriores,
sin embargo el patrdn de voltajes generado en loe electrodos es tan o mas
exacto que el generado por estos.

3) No existe la posibllidad de cortodircutto entre los bomes positivo y negativo de
las fuentes de poder empleadas.

4) Se logran polarizar iguaimente las parejas de electrodos situadas en la misma
linea equipotencial tedrica.

5) Los circuiios que generan el campo eléctrico en las dos direcclones son
independientes.

6) El ntmero de transistores que empiea es al menos tres veces menor que los
sistemas anteriores.

7) El dircuito es mis econdmico y es méa fécil su reparacién y mantenimiento.
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RENVINDICACIONES

1. Circuito para imponer los voliajss en los electrodos de las cubetas del sistema

10

15

k)]

CHEF de electroforesis de campos pulsantss, el cual requlere de una fuents de
poder, de oftro circuito existente para alternar los campos eléctricos o aitemador
que posee dos bomes posiivos y dos negatives y de una cémara de
electroforesis que se llena con una solucldn tampén y que posee un arreglo de
electrodos colocados sobre un contomo regular cermado de 'm' lados, existiendo
'’ slactrodos sobre cada lado, circuito que estd caracterizado por estar formado
por dos circuitos de Imposlcion idénticos que se conectan al alternador de forma
que aolo uno de los dos circultos de imposiclén reciba energla elécirica a la vez.

. Circuito para imponer los voltsjes en los electrodos de las cubetas del sistema

CHEF de electroforesls de cempos pulsantes de acuerdo con la reivindicacién
No.1 que posee un primer circuito de imposicién caracterizado porque: uno de
los bornes negativos del altemnador se conecta a través de diodos a todos los 'K
electrodos del lado L1, el bome poslivo correspondiente a e&e borme negativo
del altemador se conecta a fravés de diodos a todos loe 'K’ electrodos situados
gobre el lado Lywz+ Yy nire esos bomes negativo y positivo del alternador se
conectan ademés los extremos de un divisor de voltaje formado por n+i
resistores R, y una cantidad variable de diodos, donde 'n* es igual a ‘ke(m-2)/2".

. Circuito para imponer los voliajes en los slectrodcs de 1as cubetas del slstema

CHEF de electroforesis de campos pulsantes de acuerdo con las
relvindicaciones No. 1 y No. 2 caracterizado porque: cada electrodo dal lado L4
del paligono regular se conecta al dnodo de un diodo, los céiodos de esas
diodos se conactan enire sl y al dnodo de un sagundo diodo y el citodo de ase
segundo diodo 8e conecta al borne negativo del altemador.

. Circuito para imponer los voltajes en los electrodos de las cubetas del sistema

CHEF de electroforasis de campos pulsanies de acuerdo con las
reivindicaclones No. 1 y No. 2 caracterizado porque cada electrodo del lado
Lwzy+1 dal poligono regular se conecta al cétodo de un diodo, los dnodos de esos
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diodos se conectan entre sl y al citodo de un segundo diodo y el dnodo de ese
segundo dicdo se conecta af bome positivo del altemador.

. Clrculto para imponer los voltajes en los electrodos de las cubetas del sistema

CHEF de electroforesis de campos pulsantes de acuerdo con la relvindicacién
No.1 y No. 2 camcterizado porque cada nodo Ny que se forma entre los
resistores R; y Ry del divisor de voltaje se conecta a la entrada de un repstidor
de voltaje que contiene un transistor ipo PNP o NPN y la salida de cada
rapefidor de voltaje se conecta a una de las parejas de electrodos P;, donde | es
un nimero natural comprendido entre 1 y n.

. Clrcuito para imponer los voltajes en ios slectrodos de las cubetas del sistema

CHEF de electroforesis de campos pulsantes de acuerdo con las
relvindicaciones No. 1, No. 2 y No. 5 camacterizado porque la entrada de los
repetidores de voltaje que contienen un transistor tipo PNP se conecta a los
nodos N, y su sallda a los pares de elecirodos P, donde | 88 un numero natural
entra 1y n/2,

. Clrcuito para Imponer los volitajes en los elecirodos de las cubetas del slstama

CHEF de electroforesis de campos pulsantes de acuerdo con las
relvindicacionas No. 1, No. 2, No. 5 y No. 8 camacterizado porque el transistor
tipo PNP estd configurado como seguldor de emisor, su base se conecta al nodo
N; del divisor de voltaje, su colector al bome negativo del aiternador y su emiaor
a los cidtodos de dos dlodos cuyos respectivos dnodos se conectan con los
electrodos del par de electrodos P, donde i es un nimero natural entre 1 y n/2.

. Circulto para imponer los voltajea en los electrodos de las cubetas del sistema

CHEF de electroforesis de campos pulsantes de acuerdo con las
relvindicaciones No. 1, No. 2 y No. 5 caracterizado porque la entrada de ios
repetidores de vollaje que contlenen un transistor tipo NPN se conecia a los
nodos N, y su sallda a los pares de electrodos P, donde i 88 un namero natural
entre [(nf2)+1]y n.
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8. Clrculto para imponer los voltajes en los electrodos de lag cubetas del sistema

CHEF de electroforesls de campos pulsantes de acuerdo con las
reivindicaciones No. 1, No. 2, No. 5§ y No. 8 caracterizado porque el translstor
tipo NPN estd configurado como seguidor de emisor, su base se conecta al nodo
N; del divisor de voltajs, su colector al borne positivo del alternador y su emisor a
los &nodos de dos diodos cuyos respectivos cétodos se conectan con los
electrodos del par de elactrodoa Py, donde i es un nimero natural entre [(n/2)+1]

yn

10.Circutio para imponer los voltajes en los electrodos de las cubetas del sistema

CHEF de olectoforesis de campos pulsantes de acuerdo con las
relvindicaclones No. 1 y No. 2 caracterizado porquse se pueden conectar en aerie
con cada uno de los resistores R, del divisor de voltaje hasta 10 diodos.

11.Clrculto para imponer los voltajes en joa electrodos de las cubetas del sistema

CHEF de elechroforesis de campos pulsantes de acuerdo con las
relvindicaciones No.1 el cual requiere de una cdmara de electroforesis que
poses un arregio de electrodos colocados sobra un contomno regular cerrado de
'm' lados, existiendo 'k' electrodos sobre cada lado caracterizado porque ‘m’ es
un ntmero natural par comprendido entre 4 y 50 y k' 8s un nimero naturai
comprendido entre 1y 10.

12.Clrcuito para Imponer los voitajes en los electrodos de las cubsetas del sistema

CHEF de elactroforesis de campos pulsantes de acuerdo con la relvindicacién
No. 1 caracterizado porque ef segundo circuito de imposicién estd unido al
primer circulto de imposlicin a través de los diodos de los repetidores de voitaje.
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