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ES 2304 263 B1

DESCRIPCION

Dispositivo y procedimiento para el crecimiento de cristales por contradifusién.
Objeto de la invencion

El objeto de la presente invencidn es un dispositivo que permite la cristalizaciéon (por ejemplo de macromoléculas
biolégicas) por el método de contradifusion. El dispositivo esta constituido por un espacio unidimensional, por ejemplo
un tubo capilar, que comprende tres partes de distinta geometria.

Constituye igualmente un objeto de la presente invencién un bloque que agrupa varios de dichos dispositivos lo
cual permite la realizacién simultanea de experimentos de cristalizacién en diferentes condiciones.

Es otro objeto de la presente invencién un procedimiento para el crecimiento de cristales por contradifusion en los
dispositivos de geometria unidimensional, bien en condiciones terrestres de gravedad, bien en condiciones de gravedad
reducida utilizando en este caso preferentemente el bloque que agrupa varios de dichos dispositivos.

Estado de la técnica

La cristalizaciéon de macromoléculas biolégicas en condiciones de baja gravedad o “microgravedad” en el espacio
se lleva a cabo por diferentes métodos que pueden dividirse en dos grandes grupos. El primero de ellos agrupa a las
técnicas en las que la cristalizacién tiene lugar en un pequefio volumen quasi-esférico y por tanto podemos llamarlas
de geometria esférica. Entre ellas estan las técnicas clasicas de difusién en fase vapor que son las técnicas mds usadas
hasta el afio 2000 en los experimentos espaciales (US-5641681). Desde entonces se viene imponiendo la técnica de
contra difusién en condiciones lejos del equilibrio que se llevan a cabo en reactores alargados y por tanto pertenece
al grupo que denominamos técnicas de geometria longitudinal (véase patentes ES 2164032 y ES 2172363). En es-
tas técnicas de geometria longitudinal se pretende conseguir un cambio continuo en el espacio y en el tiempo de las
condiciones de sobresaturacion a lo largo del eje del reactor donde se lleva cabo el crecimiento de los cristales. En la
técnica de contradifusion las disoluciones que van a reaccionar se colocan una frente a la otra bien en contacto directo
o separadas mediante una membrana o por una cdmara intermedia que actia como buffer fisico, es decir como una
cdmara que hace mads lenta la cinética del proceso de transporte. Esta cdmara puede llenarse con un buffer quimico o
con un liquido cualquiera, por ejemplo agua. Por definicidn, las técnicas de contradifusién requieren que se evite la
conveccion en la zona de cristalizacidon. Hay dos formas de reducir la conveccidn: desarrollar los experimentos en con-
diciones de microgravedad en el espacio o bien llevarlos a cabo medios gelificados. Ambos medios, microgravedad en
el espacio y geles, comparten la reduccion de la conveccién provocada por flotacion, la reduccion de la concentracién
de impurezas en la superficie cristalina y la eliminacién de la sedimentacién de cristales y la nucleacién secundaria
de agregados de proteinas. Ademads, la microgravedad elimina la posible interacciéon quimica del gel con los reactivos
incluyendo las propias proteinas. La técnica de contradifusion se ha utilizado en el espacio en reactores de volumen
de varios microlitros que necesitan ser puestos en funcionamiento por la tripulacién de la nave y se ha comprobado
mediante video-interferometria que la técnica funciona adecuadamente en condiciones de gravedad reducida (J.M.
Garcia-Ruiz, F. Otdlora, M.L. Novella, J.A. Gavira, C. Sauter and O. Vidal. A supersaturation wave in protein crysta-
llization. Journal of Crystal Growth 232, 2001, 149-155). Para obtener cristales de macromoléculas de forma simple
y répida en laboratorios terrestres se desarrollé el método de acupuntura en gel, que se basa en las propiedades de
los geles que se usan para sujetar los capilares que contienen la solucién de proteina sin gelificar, asi como por ser
un medio para la transferencia de materia del agente precipitante. El agente precipitante y la proteina se desplazan en
contradifusién a través del gel poroso que sujeta los capilares. La solucién de proteina se desplaza a menor velocidad
debido a que la constante de difusién de las grandes macromoléculas es uno o dos 6rdenes de magnitud inferior a las
pequeilas moléculas que se utilizan como agente precipitante. Cuando entran en contacto va aumentando la concen-
tracion de proteina hasta que se alcanza el grado de sobresaturacién que da lugar a la formacién de cristales (J.M.
Garcia-Ruiz et al., “Teaching protein crystallization by the gel acupuncture method”; Journal of Chem. Education 75,
1998, 442-446; F. Otélora y J.M. Garcia-Ruiz, “Computer model of the diffusion/reaction interplay in the Gel Acu-
puncture Method”, Journal of Crystal Growth 169, 1996, 361-367; J. M. Garcia-Ruiz, Counterdiffusion methods for
protein crystallisation. Methods in Enzimology 368 (2003) 130-154). La técnica de contradifusién desarrollada por
J.M. Garcia-Ruiz y colaboradores se basa en comenzar los experimentos de cristalizacion en condiciones lejanas al
equilibrio buscando eventos miiltiples de nucleacién bajo condiciones que se acercan progresivamente al equilibrio.
Con este procedimiento, el sistema experimenta fendémenos de precipitacion que tienen lugar a diferentes valores de
sobresaturacion. Los primeros eventos de nucleacion tienen lugar en condiciones muy lejanas al equilibrio dando lugar
a precipitacion amorfa. Los siguientes eventos ocurrirdn en condiciones mds cercanas al equilibrio con precipitaciéon
policristalina. De esta forma y conforme avanza el proceso, el sistema se acerca lentamente al equilibrio dando lugar
a cristales més escasos y de mayor calidad. Cada una de estas precipitaciones ocurre en diferentes localizaciones del
capilar. Estos experimentos se han realizado tanto por el método de acupuntura en gel como por el método de las tres
capas (H.K. Henisch, Crystal growth in gels and Liesegang rings, Cambridge University Press, 1988) en capilares de
rayos X (Joseph D. Ng, José A. Gavira and Juan M. Garcia-Ruiz, Protein crystallization by capillary counterdiffusion
for applied crystallographic structure determination, Journal of Structural Biology 142, 2003, 218-231). Para facilitar
la experimentacidn se desarrollé un dispositivo denominado Granada Crystallisation Box (GCB) que permite imple-
mentar ficilmente el método de acupuntura en geles (J.M. Garcia-Ruiz, L. A. Gonzéalez-Ramirez, J.A. Gavira and F.
Otdlora. Granada Crystallisation Box: a new device for protein crystallisation by counter-diffusion techniques. Acta
Crystallographica D58, 2002, 1638-1642). Este dispositivo (GCB) puede funcionar correctamente en el espacio sin
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necesidad de ser manipulado por la tripulacién de la nave. Para este fin se realizaron unos contenedores especiales,
denominados “Granada Crystallisation Facility” que cumplen los requerimientos de seguridad de la experimentacién
en vehiculos orbitales tripulados y que pueden contener hasta 23 GCBs en un litro de volumen y un kilogramo de
peso.

Explicacion de la invencién

Constituye un primer objeto de la presente invencién un dispositivo para el crecimiento de cristales por contradi-
fusién constituido por un espacio de geometria unidimensional, preferentemente un tubo capilar, que comprende tres
partes de distinta geometria:

a) un cilindro capilar con (un didmetro) una longitud comprendida entre 50 micras y 2 milimetros y longi-
tud superior a 10 mm de tal forma que pueda desarrollarse apropiadamente la técnica de contradifusion
como estd definida J. M. Garcia-Ruiz, Counterdiffusion methods for protein crystallisation. Methods in
Enzimology 368 (2003) 130-154).

b) el vaso del capilar cuya geometria puede ser cilindrica, prismédtica, conica o de cualquier otra forma pero
cuyo volumen ha de ser mayor de cinco veces el volumen del cilindro capilar.

¢) opcionalmente entre el cilindro capilar y el vaso del capilar puede existir un cuello o interfase (cuello del
capilar) que tiene forma cilindrica, prismatica, conica o de cualquier otra forma y cuyo es menor que el
volumen del vaso del capilar.

El tubo capilar puede construirse en vidrio o material polimérico transparente o no transparente a los RX. Opcio-
nalmente, el vaso del capilar estd provisto de una tapa que permite el cierre hermético del vaso por presién sobre el
contorno exterior de dicho vaso.

El dispositivo de la invencién puede utilizarse individualmente o integrado en un bloque que agrupe varios de di-
chos dispositivos lo cual permita la realizacién simultdnea de experimentos de cristalizacién en diferentes condiciones.

Dicho bloque para la realizacién simultanea de procesos de crecimiento de cristales por contradifusién en espacios
de geometria unidimensional, preferentemente capilares, consta de los siguientes elementos:

a) caja externa constituida por una carcasa de geometria prismatica, cilindrica o esférica que se cierra con dos
tapas provistas de juntas de estanqueidad, ajustindose la mas externa de dichas tapas a la carcasa mediante
un conjunto de tornillos a presion.

b) una caja interna que se coloca centrada en el interior de la caja externa y que es un bloque macizo de geo-
metria prismatica, cilindrica o esférica compatible con la correspondiente geometria de la caja externa que
comprende vaciados periddicamente distribuidos que tienen la forma necesaria para encajar los dispositivos
de geometria unidimensional y que se cierra con una tapa provista de una junta de estanqueidad.

¢) un volumen libre entre la caja interna y la caja externa dividido en compartimentos que se rellenan con
bolsas de material de cambio de fase que se utiliza para mantener la temperatura estable dentro de la caja.

d) dispositivos de geometria unidimensional, preferentemente capilares, dispuestos en los vaciados previstos
a tal efecto en la caja interna.

La caja externa y la caja interna estdn fabricadas en cualquier material que no interaccione con los agentes quimicos
que se utilizan en los procesos de crecimiento de cristales, preferentemente en material polimérico, ceramico, metalico
o vidrio.

Constituye igualmente un objeto de la presente invencién un procedimiento para el crecimiento de cristales por
contradifusion en dichos dispositivos de geometria unidimensional, preferentemente capilares, y que comprende las
siguientes etapas:

a) introduccién de la solucién con el producto a cristalizar en los capilares hasta enrasar con la parte inferior
del cuello del capilar o del vaso del capilar.

b) sellado de la parte inferior de los capilares mediante cera, grasa de vacio, lacre o cualquier otro producto
que asegura la estanqueidad del cierre.

c) opcionalmente rellenado del cuello de los capilares con un gel quimicamente inerte.

d) colocacion sobre el gel inerte que rellena el cuello de los capilares o directamente sobre el vaso del capilar
de la disolucién de agente precipitante que ocupara total o parcialmente el vaso de los capilares.

e) cierre hermético del vaso de los capilares.
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f) comienzo del transporte de masa difusivo del agente precipitante hacia la disolucién que contiene el com-
puesto que se quiere cristalizar.

g) cristalizacion en el interior de los capilares de forma que a medida que avanza el proceso se obtienen
cristales de mayor calidad por acercamiento a las condiciones de equilibrio.

El compuesto a cristalizar es, preferentemente, una macromolécula bioldgica.

La solucién que contiene el compuesto que se quiere cristalizar estd formada por un disolvente orgdnico 6 inorga-
nico, preferentemente agua, agua con un tamp6n de pH 6 agua con un producto tensioactivo.

El gel inerte es un agente quimicamente inerte tal como agarosa y materiales derivados, gel de silice o poliacrila-
mida, o cualquier medio poroso que sirva para evitar la conveccion.

El agente precipitante es en general cualquier compuesto que reduzca la solubilidad del compuesto que se quiere
cristalizar tal como una sal inorgénica, por ejemplo cloruro sédico o sulfato aménico o bien un polimero 6 un alcohol,
por ejemplo polietilenglicol.

El proceso puede llevarse a cabo en condiciones terrestres de gravedad, o bien en condiciones de gravedad reducida.
En este ultimo caso, el procedimiento se lleva cabo preferentemente en el bloque referido anteriormente y que agrupa
a varios de los dispositivos de geometria unidimensional.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1: Dispositivo de contradifusion con vaso cilindrico y con cuello cilindrico.
Figura 2: Dispositivo de contradifusién con vaso paralelepipédico y sin cuello.

Figura 3: Seccién del bloque para la realizacién simultdnea de procesos de crecimiento de cristales por contradi-
fusion.

Figura 4: Seccién de la caja interna donde se observa la disposicion de los vaciados para colocar los dispositivos
de geometria unidimensional, preferentemente capilares.

Descripcion detallada de la invencion
El dispositivo objeto de la presente invencion se caracteriza por tener 3 partes de distinta geometria.

La primera es el cilindro capilar en si que tiene una longitud mayor de 10 milimetros y un didmetro entre 50
micras y 2 milimetros. La segunda, que es opcional, es el cuello del capilar que tiene una forma en U y que tiene
entre 0.1 y 2 milimetros de longitud. Por su forma el didmetro del cuello varia de forma continua o discontinua entre
el didmetro del cilindro capilar y el didmetro del vaso. La tercera es el vaso del capilar que puede tener una longitud
entre 10 y 30 milimetros y una anchura hasta 30 veces el didmetro del cilindro capilar. El capilar objeto de la presente
invencidn se caracteriza por tener un aspecto geométrico de forma que el vaso tenga un volumen mayor de 5 veces el
volumen del cilindro capilar. Esta geometria es fundamental para la cristalizacién por contradifusiéon porque asegura
que -una vez alcanzado el equilibrio- la concentracién de agente precipitante en el cilindro capilar sea parecida a
la concentracién inicial en el vaso. De esa forma se puede asegurar que la onda de sobresaturacion recorrerd toda
la longitud del capilar. Los capilares disponibles actualmente tienen una relacién de volumen del vaso a volumen
del cilindro capilar demasiado pequefia para que el procedimiento de contradifusién se produzca a todo lo largo del
capilar.

El procedimiento para el crecimiento de cristales por contradifusion en los dispositivos de la presente invencion
consta de las siguientes etapas:

a) La solucién con el producto que se quiere cristalizar se introduce en los dispositivos de vidrio hasta enrasar
con la parte inferior del cuello del capilar. El disolvente utilizado para la solucién que contiene el producto
que se quiere cristalizar es agua, agua con un tampén de pH 6 agua con un producto tensioactivo. El
compuesto que se quiere cristalizar es en general una macromolécula biolégica.

b) Se sella la parte inferior del capilar mediante el uso de cera, grasa de vacio o lacre o cualquier otro producto
que asegure la estanqueidad del cierre.

c) El cuello del capilar se rellena con un gel. El gel es un agente quimicamente inerte tal como agarosa
y materiales derivados, gel de silice o poliacrilamida, o cualquier medio poroso que sirva para evitar la
conveccion.

d) Se coloca sobre el gel el agente precipitante y se cierra el capilar con un septo. El agente precipitante es en
general cualquier compuesto que reduzca la solubilidad del producto que se quiere cristalizar, por ejemplo
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una sal inorgdnica tal como cloruro sédico o sulfato aménico o bien un polimero o un alcohol, por ejemplo
polietilenglicol. También puede usarse como agente precipitante un cambio de pH del medio.

e) cierre hermético del vaso de los capilares.

A partir de ese momento comienza el transporte de masa difusivo del agente precipitante hacia la disolucién que
contiene el compuesto que se quiere cristalizar, produciéndose la cristalizacion en el interior de los capilares de forma
que a medida que avanza el proceso se obtiene cristales de mayor calidad por acercamiento a las condiciones de
equilibrio.

Otro objeto de la presente invencion es un bloque (ver Figura 3) que agrupa varios de los dispositivos para el creci-
miento de cristales por contradifusién descritos anteriormente y que permite la realizacién simultdnea de experimentos
de cristalizacion en diferentes condiciones y especialmente en el espacio, en condiciones de gravedad reducida. Este
bloque optimiza el niimero de experimentos por unidad de peso y de volumen y facilita y reduce el tiempo necesario
para implementar los experimentos antes de su integracion en la nave espacial. El bloque objeto de la presente inven-
cién se compone de una caja externa (1) que consta de un cuerpo de caja y una tapa ajustables mediante juntas de
estanqueidad (2)(“O-rings”) y un conjunto de tornillos a presién que asegura un cierre hermético de la misma.

El cuerpo de la caja contiene en su interior y centrado en €l una segunda caja (caja interna) (3) que es un bloque
macizo en el que se han realizado una serie de vaciados (4) periédicamente distribuidos que tienen la forma necesaria
para encajar los dispositivos de geometria unidimensional. En esos huecos se encajan los dispositivos, generalmente
capilares, una vez realizado el protocolo de preparacion del experimento anteriormente descrito. También puede incluir
opcionalmente un vaciado (5) para acoplar una sensor para el registro de temperaturas.

La caja interna (ver Figura 4) puede estar hecha en material polimérico, cerdmico, metalico, vidrio y en general de
cualquier material que no interaccione con los agentes quimicos que se utilizan en los experimentos de cristalizacion.
El volumen libre entre la caja interna y la caja externa estd dividido en compartimentos (6) que se rellenan con bolsas
de material de cambio de fase que se utiliza para mantener la temperatura estable dentro de la caja. Los capilares, sean
de vidrio o de plastico (transparente o no transparente a los rayos X) pueden tener un didmetro capilar comprendido
entre 50 micras y 2 milimetros de didmetro.

Este bloque, ademds de tener las ventajas de la Granada Crystallisation Facility tiene las siguientes ventajas en
relacion a ella:

a) se ajusta mejor a las ventajas de la técnica de contradifusion.
b) aumenta el nimero de capilares por unidad de volumen.
¢) mejora la respuesta mecdnica a la vibracién

d) facilita la implementacién rdpida y segura en tiempos reducidos.

Modo de realizacién de la invencion
Ejemplo de dispositivo de contradifusion con vaso cilindrico y con cuello cilindrico (ver Figura 1)

1) Un volumen capilar de vidrio (1) cilindrico de 0.7 milimetros de didmetro y 50 milimetros de longitud. El
volumen de este cilindro a rellenar de disolucién de proteina es de 19,23 microlitros.

2) El vaso del capilar (3) estd realizado en poliestireno y consta de dos cilindros contiguos. El cilindro inferior
o cuello del capilar tiene dimensiones internas de 1,5 mm de didmetro y 20 milimetros largo con un volumen
total de 35,33 microlitros. El cilindro superior o vaso del capilar propiamente dicho tiene unas dimensiones
internas de 2 milimetros de didmetro, y 30 milimetros de altura, con un volumen total de 376,8 microlitros.
El vaso del capilar tiene una tapa que cierra el mismo herméticamente por la parte exterior, de tal forma
que el cierre no introduce presion en el interior del dispositivo. La tapa del vaso capilar esta unida al vaso
capilar mediante una cinta eldstica de poliestireno.

3) El cuello del capilar (2) tiene un orificio centrado en su parte inferior por donde entra el capilar a ras de la
parte inferior quedando sellado el capilar al cuerpo del vaso capilar sin que se obstruya el capilar.

Procedimiento de utilizacion del dispositivo de contradifusion con vaso cilindrico y con cuello cilindrico en condicio-
nes de gravedad terrestre

1) Se mezcla la cantidad apropiada de agarosa de bajo punto de gelificacion al 0.12% en una disolucién de
acetato sédico tamponada a pH 4.5. Se calienta hasta ebullicién y se deja enfriar hasta cinco grados por
encima de la temperatura de gelificacion.
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Se mezcla entonces 25 microlitros de la solucién de agarosa con 7.5 miligramos de lisozima para preparar
una disolucién de lisozima al 30%.

Cuando aun esta la disolucién por encima del punto de gelificacién se rellena el volumen capilar por
capilaridad sumergiendo el extremo inferior del mismo en la disolucién con azarosa. La disolucién de
proteina asciende hasta la parte superior del capilar a ras con la parte inferior del vaso del capilar.

Se cierra el extremo por el que se ha llenado el capilar mediante cera y se deja enfriar durante 5 minutos a
temperatura ambiente para que la azarosa tenga consistencia.

Se vierte en el vaso-cuello del capilar 200 microlitros de una disolucién 3 molar de cloruro sédico tampo-
nada con acetato sédico a pH 4.5.

Se cierra la tapa del vaso capilar.

Ejemplo de dispositivo de contradifusion con vaso paralepipédico y sin cuello (ver Figura 2)

1)

2)

Un volumen capilar de vidrio (1) cilindrico de 0.1 milimetro de didmetro y 40 milimetros de longitud. El
volumen de este cilindro a rellenar de disolucion de proteina es de 0,314 microlitros.

El vaso del capilar (2) esté realizado en poliestireno y tiene unas dimensiones internas de 5 milimetros de
ancho, 2.5 milimetros de profundidad y 20 milimetros de altura, con un volumen total de 250 microlitros.
El vaso del capilar tiene una tapa (3) que cierra el mismo herméticamente por la parte exterior, de tal forma
que el cierre no introduce presion en el interior del dispositivo. La tapa del vaso capilar esta unida al vaso
capilar mediante una cinta eldstica de poliestireno. El vaso del capilar tiene un orificio centrado en su parte
inferior por donde entra el capilar a ras de la parte inferior quedando sellado el capilar al cuerpo del vaso
capilar sin que se obstruya el capilar.

Procedimiento de utilizacion del dispositivo de contradifusion con vaso paralepipédico y sin cuello

1)

2)
3)

Se rellena el volumen capilar por capilaridad sumergiendo un extremo inferior del mismo en la disolucién
de lisozima de 30 mg/ml de concentracién tamponada con acetato a pH 4,5. La disolucién de proteina
asciende hasta la parte superior del capilar a ras con la parte inferior del vaso del capilar.

Se cierra el extremo por el que se ha llenado el capilar mediante cera.

Se vierte en el vaso del capilar 10 microlitros de una disolucién 3 Molar de cloruro sédico tamponada con
acetato sédico a pH 4.5. Se cierra la tapa del vaso capilar.

Procedimiento de utilizacion del dispositivo de contradifusion con vaso cilindrico y con cuello cilindrico en condicio-
nes de gravedad reducida en el espacio

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Se prepara una disolucién de lisozima al 30% con 7.5 miligramos de lisozima y 25 microlitros de una
disolucién con acetato sodico a pH 4.,5.

Se rellena el volumen capilar por capilaridad sumergiendo el extremo inferior del mismo en la disolucién
de lisozima tamponada con acetato a pH 4,5. La disolucién de proteina asciende hasta la parte superior del
capilar a ras con la parte inferior del vaso del capilar.

Se cierra el extremo por el que se ha llenado el capilar mediante cera y se deja enfriar durante 5 minutos a
temperatura ambiente para que la azarosa tenga consistencia.

Se preparan 1 mililitro de una disolucién de agarosa de bajo punto de gelificacion al 0.12%. Se calienta
hasta ebullicién y se deja enfriar hasta cinco grados por encima de la temperatura de gelificacién.

Cuando aun esta la disolucién de agarosa fluida y por encima del punto de gelificacién se rellena el cuello
del capilar mediante una pipeta con 35 microlitros de la disolucién de agarosa y se deja enfriar durante
unos minutos a temperatura ambiente.

Se vierte en el vaso-cuello del capilar 200 microlitros de una disolucién 3 Molar de cloruro sédico tampo-
nada con acetato sédico a pH 4.5.

Se cierra la tapa del vaso capilar.
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REIVINDICACIONES

1. Dispositivo para el crecimiento de cristales por contradifusion constituido por un espacio de geometria unidi-
mensional, preferentemente un tubo capilar, caracterizado porque comprende tres partes de distinta geometria:

a) cilindro capilar con un didmetro comprendido entre 50 micras y 2 milimetros y longitud superior a 10 mm.

b) vaso del capilar cuya geometria puede ser cilindrica, prismética, conica o de cualquier otra forma pero cuyo
volumen ha de ser mayor de cinco veces el volumen del cilindro capilar.

c) opcionalmente entre el cilindro capilar y el vaso del capilar puede existir un cuello o interfase (cuello del
capilar) que tiene forma cilindrica, prismética, cénica o de cualquier otra forma y cuyo volumen es menor
que el volumen del vaso del capilar.

2. Dispositivo para el crecimiento de cristales por contradifusion segun la reivindicacidn 1, caracterizado porque
el tubo capilar se construye en vidrio o material polimérico transparente o no transparente a los RX.

3. Dispositivo para el crecimiento de cristales por contradifusion segun las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado
porque el vaso del capilar esta provisto de una tapa que permite el cierre hermético del vaso por presion sobre el
contorno exterior de dicho vaso.

4. Bloque para la realizacién simultdnea de procesos de crecimiento de cristales por contradifusion en espacios de
geometria unidimensional, preferentemente capilares, que consta de los siguientes elementos:

a) caja externa constituida por una carcasa de geometria prismaética, cilindrica o esférica que se cierra con dos
tapas provistas de juntas de estanqueidad, ajustindose la mds externa de dichas tapas a la carcasa mediante
un conjunto de tornillos a presion.

b) una caja interna que se coloca centrada en el interior de la caja externa y que es un bloque macizo de geo-
metria prismadtica, cilindrica o esférica compatible con la correspondiente geometria de la caja externa que
comprende vaciados periédicamente distribuidos que tienen la forma necesaria para encajar los dispositivos
de geometria unidimensional y que se cierra con una tapa provista de una junta de estanqueidad.

¢) un volumen libre entre la caja interna y la caja externa dividido en compartimentos que se rellenan con
bolsas de material de cambio de fase que se utiliza para mantener la temperatura estable dentro de la caja.

d) dispositivos de geometria unidimensional, preferentemente capilares, segtin las reivindicaciones 1 a 3, dis-
puestos en los vaciados previstos a tal efecto en la caja interna.

5. Bloque para la realizacién simultdnea en el espacio de procesos de crecimiento de cristales por contradifusién
segun la reivindicacién 4, caracterizado porque la caja externa y la caja interna estan fabricadas en cualquier material
que no interaccione con los agentes quimicos que se utilizan en los procesos de crecimiento de cristales, preferente-
mente en material polimérico, cerdmico, metalico o vidrio.

6. Procedimiento para el crecimiento de cristales por contradifusidn en dispositivos de geometria unidimensional,
preferentemente capilares, segtn las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

a) introduccién de la solucién con el producto a cristalizar en los capilares de hasta enrasar con la parte inferior
del cuello del capilar o del vaso del capilar.

b) sellado de la parte inferior de los capilares mediante cera, grasa de vacio, lacre o cualquier otro producto
que asegura la estanqueidad del cierre.

¢) opcional rellenado del cuello de los capilares con un gel quimicamente inerte.

d) colocacién sobre el gel inerte que rellena el cuello de los capilares o directamente sobre el vaso del capilar
de la disolucion de agente precipitante que ocupard total o parcialmente el vaso de los capilares.

e) cierre hermético del vaso de los capilares.

f) comienzo del transporte de masa difusivo del agente precipitante hacia la disolucién que contiene el com-
puesto que se quiere cristalizar.

g) cristalizacion en el interior de los capilares de forma que a medida que avanza el proceso se obtienen
cristales de mayor calidad por acercamiento a las condiciones de equilibrio.
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7. Procedimiento para el crecimiento de cristales por contradifusion segtn la reivindicacién 6 caracterizado por-
que el compuesto a cristalizar es una macromolécula bioldgica.

8. Procedimiento para el crecimiento de cristales por contradifusion segtin las reivindicaciones 6 y 7, caracterizado
porque la solucién que contiene el compuesto que se quiere cristalizar estd formada por un disolvente organico 6
inorgénico.

9. Procedimiento para el crecimiento de cristales por contradifusién segun la reivindicacién 8 caracterizado por-
que el disolvente utilizado para la solucién que contiene el compuesto que se quiere cristalizar es agua, agua con un
tamp6n de pH 6 agua con un producto tensioactivo.

10. Procedimiento para el crecimiento de cristales por contradifusién segtn las reivindicaciones 6-9 caracteri-
zado porque el gel inerte es un agente quimicamente inerte tal como agarosa y materiales derivados, gel de silice o
poliacrilamida, o cualquier medio poroso que sirva para evitar la conveccién.

11. Procedimiento para el crecimiento de cristales por contradifusién segun las reivindicaciones 6-10 caracteriza-
do porque el agente precipitante es en general cualquier compuesto que reduzca la solubilidad del compuesto que se
quiere cristalizar.

12. Procedimiento para el crecimiento de cristales por contradifusiéon segin las reivindicacion 11, caracterizado
porque el agente precipitante es una sal inorganica, por ejemplo cloruro sédico o sulfato aménico.

13. Procedimiento para el crecimiento de cristales por contradifusién segin las reivindicacién 11 caracterizado
porque el agente precipitante es un polimero 6 un alcohol, por ejemplo polietilénglicol.

14. Procedimiento para el crecimiento de cristales en contradifusion segtin las reivindicaciones 6-13, caracteriza-
do porque todo el proceso se lleva a cabo en condiciones terrestres de gravedad.

15. Procedimiento para el crecimiento de cristales en contradifusién segin las reivindicaciones 6-13, caracte-
rizado porque el contacto entre el agente precipitante y la solucién con el producto que se quiere cristalizar y la
consiguiente cristalizacién en el interior de los capilares se lleva a cabo en condiciones de gravedad reducida.

16. Procedimiento para el crecimiento de cristales en contradifusiéon segun la reivindicacién 15, caracterizado
porque el procesos e lleva a cabo preferentemente en los dispositivos de geometria unidimensional integrados en un
bloque segtn las reivindicaciones 4 y 5.
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