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Ia presente invencién estd dedicada al ensayo o

andlisis de fldidos. Ids en particuler, la presente inven

¢ién estd dedicada a 1la determinacidn dé la concentracidén
de ung sustancia en una muestra fldida, por ejemplo, suero,
haciendo reaccionar wna muestra fldida con uno o mds reac—
tivos y separando, por centrifugacién, los constituyentes
de 1eaccidén para obtener, con exactitud, una indicacién de
la concentracién de la sustancia de interés.

En el andlisis de fldidos, por ejemplq de suero,
o8 lmpotante, frecuentemente, determinar en una muestra
fldida, la concentracién de sustancias, tales como hormo-
nas tiroideas, hormonas sexuales, glicdéidoa cardfacos, vi
taminas y aﬁtigenos del cdncer. Ademds, es extremadamente
importante Que teles concentraciones se deberminen con exac
$itud y con rapidez, .

las técnicas anteriores compréndian larges operg
ciones individuales de mezclado, reaccidn, separacién y me
dicién,

Es un objeto de la presente ihvencién, proporcio
nz> un método para determinar rdpida y exactamente, ‘la con
centracidén de substancias en fldidos. '

Otros objetos resultardn evidentes de la siguien

te memoria descriptiva y reivindicaciones tomadasg conjun-

tamente con losg dibujos, en los que

la figura 1 es wna vista en alzado lateral de un
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aparato adecurdo pare ser utilizado en ila prédctica de una
realizacidn de la presente invencién,

la figure 2 es una vista en planta parcial del
aparato de la figura 1,

la figura 2(a) es una vista fragmentaria de una
rexrte del aparato mostrado en la figura 2,

la figura 3 es una representacion algo esqueinét;
ca de una disposicidén de medicidn para ser ubiliszeda de
acuerdo con la pregente invencién,

la figura 4 es une repregsenizeidn de wnz grdfi-
co del tipo que puede sor utilizado como norma de refere_r;
cie de acuerdo con la presente invencién, |

las figures 5(a), (b) ¥y (¢) ilustran esquemdtie~
camente el funciomamiento de los medios de separacién de
fages liquidas en una realiracién particular de la presen
te invencidn, y ' ‘

las figuras 6 y 6(a) son vistas parciales, on
planta y en alzado lateral, dei aparato adecundo para ser
utilizado en una realizacidn adicional de la presente ine
vencidn, |

Un nétedo de acuerdo con una realizacidn parti-
culer de la presente invencidén para enz;'azyar una mmltiplie-
cidad de muestras lfguidas, comprende (i) hacer reaccionar
por lo mencs dos mabteriales lfquidos en une multiplicidad
de eavidades, (ii) disponer medios de separacidn de fases
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liguidas en comunicacién con dichas-cavidades, (iii) someter
las cavidades y los medios de separaéién de fases liquidag

a una fuerzsg centfifuga suficiente bara transferir sl conte-

nido liguido de las cavidades a los medios de separacién de

fases liguidas comunicantes y para pgrmitir la separacidn del:

liquido transferido a estos en dos fases por lo menos y (iv)

medir por lo menos una propiedad de una fase separada.

| . La presente invencién se entenderd més completamen
te, con referencia a los dibujos, en los que la figura 1 mueg
tra un aparaté adecuado pare ser utilizado en la préctica de
la presente invencién, que comprahde un miembro de soporte 15
rotatofio fijado al eje 20 destinado a ser accionado por el
motor 30 que estd acoplado al eje 20 como se indica en 18 en
un maréen ae Yelocidades. Los mieqbrpé anteriofmente mencio-
nedos estédn soportados por ls plaoa de base 40 y encerrados
dentro ée una envolvente 50, gue estd proviste de una tapa 60
que ﬁuede ser retirada. El anillo 70 eété‘unido éermanera CEE
parabls al miembro rotatorio 15 y esAportadpr de una multi-

plicidad de tubes separables 65, que estén engranados.con el

,anillq 70 por medio de disposiciones 80 de asiénto de ?étula,

talqé que Loz tubog me pusden mover libremgnte aésde la pogi-
cién de reposo 90 hasta la posicidn ds rotédién 100 por ro~
taolén adeonada del miembro 15, E1 aiéoo 110 estd montado de
ganera'separablé sobre el mlembro 15 y en coincidencia sobre

él por medio del pasador 112, de tal menera que, con referen

.'...4..
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cia a la figurs 2, cada filas 120 de cavidades 130 y 140 ra=—
dialmente alineadas, estdn en alineacidén substancisl con un .
tubo 65. Los tubos 65 estén ligeramente desplazados desde la

alineacidén radial exacta con las cavidades 130 j 140 opuss-

. tas, para compensar la inercia del liguido durante la trang

ferencia a lqs tubes 65, pudiendo ser determinado y ajustae-—
do rutinarismente este desplazamiento pera un eparato dado.
A titulo de desoripcidn general, en la prictica
d6 la presente invencidn, por ejemplo con el fin de obte-
ner lg concentracidén de una.sustanéia an muéstras de sue-
0 0 de sustancias similares al suero, una centidad preci-
D ge reactivo 150 se dispone en las cavidades 130 y una
centidad precisa de suero 160 se dispine en lag cavidedes
140, siendo el reactivo tal que reaccione con la sustan—
cia de la muestra, cuya concentracién se buseca, para pro-
ducir un préducto de reaccién fisicamente separable. Las
cavidades 130 y 140 pueden ser, por lo tanto, cargas me-
diants pipeteado manual o mediante ol uso del aparato des-—
erito en la patente ﬁa Estados Unidog ntmero 3.801.283,vde
S. Shapiro y T. Piounko, expedida el 2 de Abril de 1974.
El motor 30 se acelsrs hasta una primera velocidad, de tal
modo que la fuerza centrifuge desarrollade provogue que el
reactive 150 de las oavidades 130 sea transfexido a las
cavidaées 140 y se mezcle y reaccione con las muestras 160

de las cavidades 140, La veloecldad del motor 30 se reguls

-5 -
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de tal modo que el contenido de lasycavidades 140 no sea
rorzade a salir de las cavidades 140 por la fuerza cen-
trifuéa.'ﬁl reactivo 150 y las muesfras 160 reaccionan en
las cavidades 140 y, con el tiempo,- se forma en las cavi- -
dades 140 una cantidad creciente de producto de reaccidén
¥, finalmente, se produdiria una condicién de equilibrio’
¥y, al cabo de este tiempo, se podria efectuar un andli-
sis del contenido de las cavidades 140, para defberminar
medianfe técnicas conocidas la concentracién de la subs-
tancié exist;nte en las muestrasl60. Lal practica seria,
gin smbargo, tedioéa en el msjor caso y exigiria un prolon
gado pariodo de tiempo, hasta de una lora o mas para mu-
chas aplicaciones. En la précticé de la presente invencién,
sin embargo, no es necesaric que la reaccién en las caVidg A
des 140 frenscurra hasta el equilibrio, sino solamente qus
g6 préduzoa én las ocavidades 140 una cantidad mensurable |
ds productod ds reaccién o que varien las cantidades de los

reaccionantes, tras lo cual se aumenta la velocidad del mo

“tor 30 hasta aqudlla para la qu el contenido ds lag cavli

..

3ades 1l4C es transferido por la fuerza csentrifugs por-los
canalés 700 a los dispositivos 190 de medios ds separacién
de rases liguidas, que se muestran como columnas de gelA
cfomaﬂogréfico 200 contenidas en envolventes 210 de vi-
drio abiertas por la parte superior, gue estén asentadas

de manera separable en los tubos 65. Bl material liguide

-6 -
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’f*%f:ég.één%aétd con las columnas de gel 200 se“séparabcrbma-;
”11fégréficam§nte en ellas por aplicaéién a ellas de un:elg.
r'yéhfé; Eéto se efectia con el aﬁarato de la figufa 1, &ié
'trlbuyendo una corriente de un llquldo adecuado, por eaem

'1fplo una soluclon tampén, desde el depéslto 222, por me-

aio derla bomba 220 de eluyente, a traves del conducto

f.230 b4 del distribuidor 240, en las cavidadés 130, inme-
ﬁ»diatamente despues de que los contenidos 160 de las cav1da

"'des 140 son transferidos a las ‘columnas de gel 200. Con

referencla & la figura 1, la bomba 220 es accionado por

medio de una dlsp031c16n reguladord de tlempo 212 conven—

..Jgdlonal eh un momento conVenlente, pdr ejemplo 15 segundos,
fdespués{de que se¢ ha alcanzado la segunda’ velocmdad mig
:'7¥dﬁida; Tig, Bomba 220 proporciona un caudal fijo'dereluyeg
- te durante un periods de tiempo £ijo ¥ la cantidsd total

' de eluyente ed automdticamente dividide entre las ¢avida-

i:fdés 130. El‘eluyente es transferids & las cblumnas-dg gel
© 200 mediénpe la fuerws centrifuma, pasando por las covida

‘deé 130 y 140. Al transferir eluyente a las columnas de

gel 200 la fuerza centrifuga provoca la separacmon. ero-

ﬁ’matogrﬁflca de los constituyentes del 1iqu1do transferido

‘dende las’ cavidades 140, Con uns seleacién’ spropisda de la

columna dé gel 200, y con referencia al procedimiento ilus

trativo expuesto aqui en lo que sigue, uno de los constltu

’ yentes de la reacclén existente en el materlal de 1la co-
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lumna de gel puede ser separado répidamente medisnte elu-
c¢ién y transferido por la fusrza benﬁ;ifuga 2 través de las

salidas 215 de la envolvente 210 a los tubos'65, como se

anestra en 152, En el caso en gque uno de los reaccionantes

empleados sea radioactivo, cada uno de losrtubos 65 se pug
da rebirar del anillo 70, pudiédndose medir lé radioactivi-
ded de su combenido 152, utilizando la disposicién conven~
cional de la figura 3, que compfende un detégtor de rayos
gamma_230, por ejemplo, una combinacidn de fubo fotomultipli
cador/cristal de yoduro de sodio, un amplificador 240, dn
aﬁalizador de altura de impulsos 245, un contador 250 y un
dispositivo visualizador 260, por ejsmplo, una iapresora nw
hérice o digital. Las gofiales asi obtenidasipara cada tubo
65 pueden ser rslaclonadas con la concentracién existente
an la muestra de la sustancia de ihﬁérés; mediante oflculo.
6 medishte comparacién oon un patrén. '
Como se muestra en lg real;zacién particular de
la figura 2(a), una cavidad 130 de la hilera intefior comy
nice con la cavided 140 de la hilers exterior, con la cual
satd alinoadé, mediante un medio de paso similar a una cu-
beta o dépresién, indicado por 500, slvcual”esﬁé formado por
lag superiicies lateralss y por la_superficie dei fondo as-
candente de una cavidad interior 130. Con una rotacibn y

fue rze cantrifugs suficientas, el liguido exisbents en la

» cavidad 130 rebosa por la parte elevada 800 a una cavidad

-8 -
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140 exterior y alineada con ella. Aéimismo, ane cavidad 140
de la hilera exterior comunicé con un nmedio de separacién
da faseé iiquidas 190 (no mostrado en la Pigura 2a), el
cual sstédelineado con elle, mediente un medio alargado si
milar a una cubeta o depresidn, indioado:por 600, el cual
esta formado por las supérficies lateralss y la superiicie
de'fondo ascendente de una cavidad exterior 140 y un canal
700+ Con una rotacidn y fuerza centrifuga sufioientes, el
liquiéo exigtente en una cavidad exterior 140 rebosa y es
trensferido a un medio de separaclén alineado con ella. Sin
ambargo,‘la pendiente 145 de las cavidades exteriores 140
eg mas pronunciade qus las pendientes 147 dé las Oaviéadea
interiores 130 como se muestra en la Flgura 1 de tal modo
que ¢l liguido quedaré confinado en la cavidad exterior
140, formando la poreidn realzada 600 una barrera similar
a ur dique, hasta que se aplice una fusrsza centrifugs au-
mentada que es mayor que la fuerza}centrifuga requerida
para hacer webosar al liquido desde una cavidad interior
150 a una cavidad exterior 140, ‘

By la prdctica de la presente invencién, como
88 ha desoritéo anteriorments, es posible, tedricamente,
pars una regocién dada y pava contentracionss particulaw
res Jdadas de reecclonantes, oaloular la concentracldén de
un producto de weacclén, o de un reaccionante, en un mo=-

manto dado, Asspuds de inicisda la reaccién, obteniéndo-

-0 -
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“se una repregsentacidén grdfica de concentracidén frente
al tiempo, con respecto a la cual se pueden comparar las
concentraciones medidas en momentos pafticulares. Para
un caso sencillo el procedimiento puéde ser el siguien-

5 te:

Para una reaccién hipotética, bimolecular,
irreversible, A + B—> C, en la que se megclan concen—
traciones iguales de A y B en el momento t = 0, y sien~.
do en el momento t= 0 la concentracién de C = 0, puede

10 demostrarse que la concenbtracién en cualquier momento

posterior a2 +t = ), viene dada por:

C = AozK'.l'b
. » ' 1 + AoK;%

15 | ,'en la que: ) .
Lo es la concentracién iniéial de los reacciow
nantes A y B, |
. K,=A (-Ba/RP) : ecuacién de Arrhenius, en la
"que A es el factor de frecuencia, Ea es la energfa de
20 activacidén de la reaccibn, T es ia témpe:atura de .la
reaceién y R es la constante universql de los gases.
Con este cdlculo y con una representacidn grd-
fica derivada de €1, para le reacciéﬁ dada, la concentrg
. :cién medida despuds de un tiempo de éeaccidn relativamen

25 te corto, podria ser convertida rutinarianente en la con=

205,75 : - 10 -
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centracién o nivel total de la sustancia de interés.

En una realizacién particular de la presente
invencidn, se utiliza un patrdn que evita el inconvenien—
te del célculo aproximado anteriormenté descrito, Ln esta
realizacién, con referencia a las figuras 1 y 2, un pro-
cedimiento general ilustrativo de esta realizacidén consis-
te en colocar un anticuerpo, en calidad de uno de los reac—
clonantes, en las cavidades mds interiores 130 del disco
110, colocando las muestias de suero que contienen una can-
tidad desconocida de una sugstancia, por ejemplo tiroxina
(T=4), juntamente con el reactivo T-4 radiactivo y con un
reactivo de desplazamiento, en las cavidades exteriores
140, El disco se acelera rdpidamente hasta una primera ve-
locidad de rotacidn, en el curso de la cual se hace que
el anticuerpo reaccionante se traslade desde las cavidades
interiores 130, por la fuerze centrifuga, heasta las cavida-
des exteriores 140, en las cusles se mezclan y reaccionan
el anticuerpo y el P-4, En el curso de la reaccidén, el T-4
de las muestras de suero es desplzado de su portador y que-
da libre para competir con el reactivo T-4 marcado con isé-
topos radioactivos, por un nuimero limitado de puntos de en-
lace sobre el anticuerpo reaccionante. En cualquier momen=

to después del mezclado y durante el transcurso de la reac-

cién en las cavidades 140, la proporcidn del reactivo T-4

marcado con isétopos radiactivos combinada con el anticuer-

w1l -
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Ppo, respedto del reactivo T-4 marcado con isétopos radiac—
tivos libre en 1a§ cavidades 140, proporciona unz medida
de la concentracién inicial de reactivo T~4 en las mueg-
tras de suero. Por lo tanto, cuando la reaccidn ha trans-
currido a la velocidad inicial durante un corto tiempo su~
ficiente pare proporcionar datos de sefiales radiactiwas
significativos y mucho antes de que se alcance el equili-
brio de la reaccidn, se aumenta la rotacidén del disco 110
hasta un valor superior, para el cual los contenidos de

las cavidafes exteriores 140 son impulsados por la fuerza

centrifuga & entrar en los medios de separacidn comunican-

tes 200, en donde se hace pasar el complejo de anticuerpo
¥y reactivo T-4 (conteniendo tanto reactivo T=4 radiactivo,
como no radiactivo), junto con el antiéuerpo que no ha
reaccionado, a través de los medios de separacidn 200 sien—
do abgorbido por los medios de separacién 200 el reactivo
T-4 que no ha formado complejo (tanto radiactivo, como no
radiactivo).

| Este hecho detiene la reacci&n formadora de com-
plejo, al eliminar por 1o menos uno de los reaccionuntes
(el anticuerpo) del medio de reaccidén (colummas de.éel 200)

¥, por consiguiente, una sefial de la radiactividad del com-

plejo separado de anticuerpo y reactivo T-4, comparada con

. un patrdén, proporciona una medide del contenido inicinl de .

reactivo T-4 de la muestra que se cstd ensayando. Bl pa-
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trén puede ser preparado mediante el uso de suero o de
materiales similares al suero, de concentraciones de
reactivo T-4 conocidas, pero diferenteé, ¥y utilizando

las mismag condiciones de reaccidén que para las muestres
de ensayo anteriormente mencionadas, répresentaudo gréfi—
camente las seilales radiactivasg (o vrovorcidén de sefiales)
obtenidas para cada material frente a su concentracién
conocida de reactivo T~4, En una prédctica preferida, los
materiales "patrdn" se colocan en cavidades apropiadas
140 en el mismo disco 170 utilizado para las muestras de
ensayo de concentracidn de reactivo T-4 desconocida, obte-

niéndoge concurrentemente los datos patrén y los datos de

ensayo,

la figura 4, que estd relaciqnuda directamente
con el ejemplo especifico presentado aqui en lo que sigue,
ilugtra una grdfica patrén qge puede cbtenerse para ser
utilizade de la mancra precedente y que muestra los sefin-
les radiactivas por minuto obtenidas utilizando materiales
de partida "patrdén" que contienen una cantidad conocida
de reactivo T—4. A tLtulo de ejemplo, la figura 4 indica,
para las condiciones particulares empleadas, que cuando
se obtiene una gefinl de 4.000 con una muestra de suero de
ensayo que se ha hecho reaccionar condurrentemente con
los materiales "patrén", la concentracién inicial de reace—

tivo T~4 en una muestra Ge suero es de 6,2 microgramos de

-13 -
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reactivo T=4 por cada 100 ml de muestra. Como es natural,
se enxiehde que en la prdctica de la ﬁresente ;nvencidn
se emplean cantidades de reacciomantes apropiadas y con-
troladas con precisidn, y que la preséhte invencién es
aplicable, generalmente, a todas las reacciones 1{quido-
1{quido, particularmente a'aquellas empleadas en las tée-
nicas de ensayos clinicos bien conocidas para el suero
sanguineo o para materiales similares al suero, utilizan-
do reactivos conocidos en la técnica,

. E1 método de la presente invencién es particu-
larmente aplicable para el ensayo de una amplia gama de
moléculas fisiolégicamente importantes, por ejemplo, como
las descritas en la revista Clinical éhemistry, volumen
19, N2 2, 1973 (artfculo de D. 8. Keliey, L. P, Brown y
P.K. Besch, en la pdgina 146).

El siguiente ejemplo ilustrard adicionalmente lu

presente invencidn,

EJELPLO

lwestras de suero clinicas fueron analizadas Pk
ra determinar la concentracidn de tifdxina (T-4) ;bnteni—
da en ellas,'utilizando un aparato del tipo ilustrado en
lag figuras 1, 2, y 3, y una curva patrén como 1le mostra--
da en la figura 4., Nueve muestres clinicas de suero de

concentracidn de T-4 desconocida, por duplicado, y cinco

- 14 -
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soluciones "patrén', cada una de ellas de diferentes con-
centraciones de T-4, pero conocidas, por'duplicado,’fue~
ron sometidas a ensayo simultdneamente. Este se efectud

cargando dos cavidades exteriores 140 del disco 110, con
35 microlitos cada una, de una muestra clinica particular
de suero, cargando, por lo tanto, 18 cavidades exteriores

designadas convenientemente en la figura 2 por 1, 1%

25 2';3 35 3'; veeee 9, 9', Asimismo, dos cavidades exte-
riores 140 del disco 110 fueron cargadas con 35 microlitos
cada una, de una en particular de cinco soluciones "patrén®,
cargando, por lo tanto, 10 cavidades exteriores 140 desig-
nadas convenientemente en la figura 2 por &, a'; b, b';
seeee €, @', Ias concentraciones de T-4 en lag goluciones

"patrén" preparcdas como se describe aqui en lo que sigue,

fueron las siguientes:

Fatrén T4 (microgramos/100 ml)
a _ 0
b 2
c 6
d ' 12
e 30

En el curso de la carga de las cavidades exteriores como

86 bha descrito anteriormente, cada una de las cantidades

de 35 microlitog fue mezclada con 65 microlitos de agua
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destilada. Adicionalmente, a cada una de las cavidades
exteriores 140 cargada como se ha descrito anteriormen
te, se afladieron 50 microlitos, de una solucién radiaci
va T-4-125I (preparada como se describe en lo gue sigue).
Cada una de las cavidades interiores 10, 10'... 90, 90!
vy A, Atees. B,E'" fueron cargadas con reactivo de anti-
cuerpo (deserito en lo que sigue). El disco 110 cargado'

como se ha descrito anteriormente, se acelerd ripidamen

" te en el aparato de la figura 1, hasta una primera velo

cidad tel-que los contenidos de las cavidades interio-
res 10,10',.... 90,90' y 4,Af.... E,E' fueron transferi-
dos, en el espacio de unos 3 segundos, debido a La fueyx
za: centrifuga, a las respectivas cav;dades exteriores co
municantes 1, 1',.., 9, 9' y a, a'.... 8, @', en las que
comenzé la reaccién y transcurrié durante 30 minutos.

N .
Iy + B/ 48 T4

o B e e R
Ty + AB &= AB Ty
Una vez transcurridos treinta minutos, se acalg

ré réplidemente la velocidad de rotacion del disco 110 hag

te una segunds velocidad; y la fuerza centirifuga desarro-

' 1lada provood gue los contenidoa_de las cavidadses 1, 1!

eeee 95 9 yoay, a' s4. 0, 6! fueran transferidos a las

respectivas columnas cromatogréficas comunicantes 200.

- 16 -
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Quince segundos después de la aceleracién del disco 110
hasta esta segunda velocidad, se puso en funcionamiento

la bomba de eluyente mostrada como 220 en la figura 1,

‘ bedianﬁe una disposicién reguladora de tiempo 212 convern

cional para distribuir 2 ml de solucién tampén (descri-
ta aqui en lo que sigﬁe) desde el recipiente 222 a cada
una de las cavidades interiores 130 por medio del distri
buidor 240, Se proporciona un caudal total de 60 ml dis-
tribuyendo 30 ml por minuto durante 2 minutos, siendo
"dividido" el caudal totallpor las treinte cavidadeé, en
2 ml por cavidad., ILa fuerza centrifuga hace que la s0lue
cién asi afladida por medio del distribuidor 240, ses trang
ferida desde las cavidades 10, 10%eses 90y, 90! ¥ Ay A'uess
Ey, E' a las cavidades 1, 1'444s- 9, 9' y 2y a'lesur 0y 8' ¥
a las respectivas columnas cromatogrdficas 200, en las
que los reaccionantes y las productos de reaccidn son so
metidos a una elucién debida'a la fuerze centrifuga de-
sarrollada por la rotacibén que actda sobre el eluyente y,
como resultado, el complejo de anticuerpo y T-4 (que coy
tiene tanto el T-4 radiactivo como el no radiactive) jun
1o con el antlcuerpo que no ha reaccionado, son répida~
mente eluidos, por ejemplo en el espaéio de un minmuto,
desde las columnas cromatogrdficas individuales 200 y, a

causa de la fuerza centrifuga, son impulgados a los tubos

65, como se indica en 152 en las figuras 1 y 2. la solu~
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cién de T-4-125I ¥ los componentes del suero de bajo'pg
so molscular permanecen sn las‘columnas cromatogrificas
200, En el presente ejemplo, por séparacién del.anticueg
po mediante elucién, la reaccién anteriormente indicada
s2 detiens esencialmente sn sl momento de la separacién
en Gada una de las columa cromatogrificas 200. En cual
quier momento convenienté después de la elucién, se trag
ladan los tubos 65 a una disposicién del tipo mostfado
én lé figura 3, y cada tubo 65, con su contenido 152, se
somete a recuento dursnte un minuto, como se muestrae en

la tabla siguiente.

- 18 -



TABLA

Tubo correspon Sefla— Microgra
omee el we i,
a 0 7623 6~\\
: a! o 7468 0
5 b 1 5398 2
b! 1 5496 2 Concentraciom
¢ 2 3194 6 nesg "“patrénY
o w5 S
d 3 2235 12 en la figura 4,
a' 3 2325 12
10 e 4 1299 30
! At 1336 3q“<<
1 5 4544 447
1t 51 4408 5,1
2 6 3009 8,9
21 6! 2956 9,0
3 7 3919 6,4
15 3t T 4051 6,1
4 8 4092 6,0 Concentreciones
P m e SmEE
5 9 3415 7,7 nicas, determi-
s 9 emra | mae's e
6 10 4500 4,8 la figura 4.
61 10t 4389 52
20 7 11 4092 6,0
A 11t 3899 6,4
8 12 3225 844
8 12! 3192 8,2
9 13 3501 714
9t 137 4052 6;9“/)

25
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las concentraciones conocidas ae T-4 en micro-
gfamos de 1-4 por cada 100 ml de muestra de los patrones
a; a'.... ¢, e', fueron representadas grﬁficamente fren—
te a las seilales obtenidas por minuto para obtener la grd-
fica de la figura 4, utilizando las sefiales medidas en la
fabla correspondientes a las muestras, ﬁas concenbraciones
determinadas en la tabla para las muestras 6linicas se ob~
tuvieron a partir de la grdfica de la figura 4. Lo que si-
gue es ﬁna descripeidr detallada de los materiales y pro-
cedimientos del ejemplo descrito anteriormente,

I.~ Sugstancia sometids a andlisis.

Muestras clinicas de suero

II., IB8teriales utilizados.

1.~ Tiroxina (reserva T—4), dcido libre : nime~
ro de c'até.logo 2376, Sigma Chexnical Co., St. Louis, ho.

2,- Piroxina~ 1291 (T-4—125): minero de cafdlogo
6751 "Tetramet-125", Abbott Labs, North Chicago, Illinois.

3.~ Suero antitiroxina (conejé) ¢ Wien Iabs.,
Sﬁccasunna, Hew Jersey. |
7 4., Acido clorhidrico : mimero de catdlogo A~144,
Fisher Seientific, New York, New York. -

5. Hidréxido sédico, 0,1 N : Némero catdlogo S0~
~3=276, Fisher Scientific.

6. Barbital sédico : ndmero catd;ogo B-22, lisher

.Scientific.

- 20 —
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7. Azida sédica : nimero catdlogo S-227, Fisher

Seientific,

8. Suero de conejo normal,

9., Acido 8-aniline-l-naftalensulfénico, sal sédi-
ca (ANS) : ndmero catdlogo 9041, K&K Labs. Plainview, New
York.

10, Plasma humano almacenado normal : Plasma
Producis.,

11, Carbén vegetal activado ¢ Darco (=60, Latheson,
Coleman & Bell, Rutherford, New Jersey.

12, Sephadex G-25, fino (gel cromatogrdfico) :
Pharmacie Fine Chemicals, Piscataway, N.J.

13, Columnas (para gel cromatoéréfico) : mimero
de catdlogo 102/2, Walter Sarstedt, Inci, Princeton, N.J,.

14. Tubog : tubos de ensayo de 12 x 75 mm y de

17 % 100 mm,

JI. Reactivos utilizados.

APt

A. Acido clorhfdrico 6 N, 1 litro,

B, Tampdén de barbital, 0,075 M, pH 8,6; 1 litro.

Se disuelven 15,54 g de barbital sédico y 100 mg
de azida sédica en 800 ml de agua destilada, Utilizando un
medidor de pH normalizado, se lleva el pH de la solucidén
a 8,6 mediante la adicidn, gota a gota, de HCL 6 N, mezclan

do el barbital a fondo en toda la masa. (Se necesitan apro-

ximadamente 2 ml de HCl 6 N), Se completa hasta 1 litro

- 921 =
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~con agua destilada, Este tampén es ubilizable durante un

mes, con refrigeracién.

C, Tampdén de barbital v suero-de conejo normal

al 2%, 100 ml

Se ailaden 2 ml de suero de conejo normal a 98

nl de tampén de barbital, y se mezela a fondo, Es wbili-

"~ zable durante 2 semanas con refrigeracidn.

D. Plasma humano exento de tiroxina, 20 ml

Se mezclan a fondo 3Ag de carbén vegetal activa-—
doy, con 20'ml de plasma humano almacenado, en un tubo de
centrifuga cénico y desechable, ée 50 ml, teniendo cuidado
de que se humedezca todo el carﬁdn vegetal, Se tapa la mez

cla y se coloca en el refrigerador durante la noche. Al

 dfa siguiente, se centrifuga la mezcla a unas 8,000 revo-

luciones por minuto, durante 1O minutos. Seguidamente, uti-
lizando una jerings de 20 ml, provista de un soporte de
filtro Millipore de 25 ml, éon un adaptador de Swinnex, se
£iltra el iiqu;do sobrenadante, sucesivamente con (1) pa-
pel de filtro, (2) un filtro de 0,45 micras, (3) un filtro
de 0,22 micras. Se prepara semanalmente y se refrigera o,

~

gl se congela, es utilizable durante 3 meses, por lo menos.

B.— Preparacidén de patrones de tiroxina.(mgg)
1. Reserve T-4 (0,6 mg/ml).
Se disuelven 6,00 mg de reserva T-4 en un volu-—

men minimo de hidréxido sédico 0,1 N. Se completa hasta 10

ml. con agua destiladd, Bgta solucién se di;ttibuye en par-

- 22 -



tes allcuotas on diales de 0,2 ml ¥y se almacena en con-
gelacidn durznte 3 mesos.

2. Fatrones "de trabajo!

Se preparan tubos de ensayo de 12 x 75 mm y se

etiquetan del 1 al 5. Se preparan los patrones de traba-

5
Ajo P-4 de acuerdo con el esquema siguiente:
Adicién de Eliming  Adicidn de Concentra~
Tubo tampdén de cién del reserva
Ne barbital tampén i N cidén final
1 - 1,0nl 0 micro- O micro- 0 micro~
litros 1litros gramos,/ml
10 .
2 1,0 m1 10 micro~ 10 microli 2 micro-
litros tros de gramos,/ml
reserva.
Ped dilui
. da a 3 ve
ces su Vo
Jumen
3 1,0 mi 10 micyo~ 10 micro- 6 micro=-
15 litros litros gramos/ml
' 4 1,0 ml 20 micro- éO . 12 micyo=
A micro-
litros 1itros gramos/ml .
5 1,0ml 50 micro- 50 micro~ 30 micro-
litros litros litros/ml
20 3¢~ Patrones reales utilizados,
Se etiguetan del 1 al 5, cinco tubos de ensayo
de 17 x 100 mm; se afiaden 0,5 ml de plasma exento de U'~4
& cada uno de ellos. So retiran 50 microlitros del corres
pondiente patrén "de trabajo! mostrado anteriormente. Se
25
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mezela a fondo. Los resultados finnles sexrdn:

Tubo Ne
1

2
3
4
P

sulfénico

P-4 nano—
P-4 nuno-  gramnos/35 T—d nanogra—
gramos/ml  microlifros 10s/100 ml
a 0 0 0
b 20 0,7 5
c 60 2,1 6
a 120 4y2 , 12
e 300 10,5 30

Congelar en partes alicuotus de 0,5 ml,

’ 125

F. Soluecidn de tiroxina T

Te= Soluciébn de AIS

Se disuelven 60 mg de dcido 8-anilin~l-naftalen
en 10 ml de¢ reactivo C,

2. Solucidén de isdétopo

Una calidad minima de Yetramet-125 es 500 micro-

curies. Ia solucidén es utilizable durante 6 semanas, Ia fe~

cha de expiracidén viene dada en la etiqueta de los labora-

torios Abbott. La uctividad, es decir, los microcuries por

mililitro, variard de lote a lote; este es tambiédn indicada

para cada

lote en la etiqueta. En 50 microlitros han de aiia-

dirse a cada tubo 14,000 sefiales por minuto {cpm); las

14.000 cpm corresponden aproximadamente 2 0,014 microcuries.

Se determina el mimero total de tubos de ensayo, patrones

y muestrus desconocidus, se aumenta en un 10% como factor de

seguridad, y se multiplica el mimero final por 0,014; esto
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es el mimero total de microcuries necesario. Seguidamen-
te, se multiplica el mimero total de tubos, incluido el
10% extra, por 50, Esto es el mimero total de mililitros
de ANS necesarios, Se retira el mimero de microlitros~dé
Tetremet-125 correspondiente al mimero de microcuries y
se completa hasta el volumen correété de ANS,

Se prepara el dfa en que se va a utilizar.

G.~ Reactivo de anbicuerpo.

El anticuerpo procede del Wien Labs, liofiliza-
do en viales etiquetados como "100 Test". Cada vial se
reconstituye con 14,0 ml de reactivo C. Es ubtilizable du-
rente 2 semanas, con refrigeracidn.

IV. Informe,

A. Condiciones de reaccidn}

Se mezclanentre sf 50 microlitos de solucién
T—4-125I, 35 microlitros de patrdén o de muestra de suero,
¥y 65 microlitros de agua delreposicidn destilada,

Se afladen, seguidamente, 260 mierolitros de
reactivoe de anticuerpo. Se deja que ia reaccidén transcu~
rra durante 30 minutos a la temperatura ambiente y a la
primera velocidad del incubador/separador y, cuéndo la
velocidad se aumenta hasta el segunda nivel, se trangfie<
re el volumen de reaccién total a una colwma de Sephadex
(=25, fino., El complejo se somete a elucidn con 2,0 ml'de

tampdén de barbital. EL complejo se somete a conteo duran:

- 25 -



10

15

20

25

20.5.75

te 1 minuto en un contador de rayos gauﬁmq

Cada una de los mucstras y de los patrones seo
gomete a ensayo por duplicudo. Los patrones‘dei 1alsb
ocupan 10 posiciones,

B. Tratamiento de los dotos.

Los patrones se representan grdficamente de la
manera sigulente: sefiales por minuto sobre el eje de las

¥ frente al log. de microgrumos/100 ul sobre el eje de

las x. Los patrones, tal cowo se hen preparado anterior-

mente, son: 0, 2, 6, 12, 30 microgramo§ de tiroxinan por
100 ml, Ias muestras desconocidas se determinan a partir
de la curva patrén, encontrando el valor de los microgru-—
mos de tiroxina por cada 100 ml, que cérresponde a las sg
fiales de la wuestra desconocida,

V. Sustancia a analizar,

Jmestras clinicas de suero,

En la realizacidn de la presente invencidn ilup~
trade mediante el precedente ejemplo QSpecifico,.se obbiow
nen ventajés particulares, deteniendo éééncialmente la
reaccidén formadora del complejo deserifa, por separacidn
rdpide de los constituyentes de los medios dé reaccidn,
en condiciones controladas, en lus columnas cromabogcrdfi-

cas 200, Yara congiderar un caso.general, en el que los

‘reaccionantes designados por & y B se ¢olocan en lng o

vidades interiores y exteriores 130 y 140, respectivamen—

te, y se hace aue se mezclen y que la reaceidén transcurra
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en las cavidades exteriores para pro&ucir cantidades
crecientes de un producto de reaccidén G, la reaccidén
que produce el compuesto C se deticné esencialmente

en las columnas cromatogrdficas recolectoras por se
paracién de la mezCla de A, B y C en las columnas
cromatogrdficas 200, en sus fascs, uﬁa de las cuales

se recoge en los tubos 65 ¥y coniiene por lo uenos un
reaccionante, por ejemplo bien sea A o B, y, adn cuan-—
do continde la rotacidn, no se producird mds cantidad
de Cy ni, por lo tanto, serd eluida, y el pardmetro

de la fase eluida que ha de ser medida, por ejemplo

la radiactividad, el color, la fluorescencia, la de~
signacidn del enuimn, se "fija" al mismo tiempo esen—
cialmente pané todas lus muestras que estdn siendo ana-
lizadas. Esta realizacién es particularmente ventajosno
en aplicaciones tales como los ensayos dinéticos que im
plican la determinacién en una muestra de hormonas ti-
roideas, hormonas sexuales, glicésidos cardfacos, vita
minag, antigenos del cdncer, utilizando reactivos patrén
rara ensayos de radioinmunidad,

Lo que antecede ge entenderd més‘completamenw
te con referencia a la figura 5(a), la cual representa,
esquemdticamente, un punto en el momento en que la por
cidn que no ha reaccionado de log reacclonantes A y B
Y el producto de reaccibén C, han sido transferidos al

gel cromatogrdfico 200', pero antes de fransferir,el elu
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yénte al gel cromatografico 200'. En estas condiciones A
¥y B pueden continuar reaccionando y produciehdo cantida-
des adicionales de C. Sin embargo, al transferir sluyen
te al gelAcromatogréfico 200!, que se selecciona en eg-
te caso para que separe el reaccionasnte B junto con el
producto de reaccién C, se separan réapidamente B y C de

A, en una fase que so desplaza a lo largo del gel cromatg

‘grafico 200', como se indica en la fipgura 5(b), detenién

dose asi lg formacién de producto de reaccién adicional

C. La fase 152' que comprende las proporciones fijas de

- B y C se transfiers mediante la fuerze centrifuga, al tu-

bq'65' como se indica en la figura 5 (¢), y el valor fi-
Jjado del parémetro de interés, bien sea de B o de G, pue-~
de medirse en debida Iorma. _

En otras'aplicaciones que implics él procedimien
to de la presents invencién, en las que no 65 de 1mportan
oia esenoial detener la resocién en el gel oromatogrdfico

200, estando todas las musstras y los patrones sometidos

esencialmente a las mismas condiciones de reaccién y de se

paracién, el gel cromatogrédfico puede ser seleccionéﬁo de

tal menera que eluya ¥y separe 6l producto de reaccién de

’loa reaccionanteés, partioularmente an los 0asos en Los que

oualquisr formacién adicional de producto de reaccién en

el goel, y la elucién del mismo, serd compenseda utilizando

un patrén sometido a un tratamiento simulténec.
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En la préctica de la presente invencidn, el pa
rédmetro de interés puede ser la radiactividad, como se ha
descrito en. particular en lo que antecede, el color, la
fluorescencia o cualguier otra propieddd fisica o quimica
adecuada. Por consiguiente, en lugar de una disposicidn
de contador de radicactividad, se pueden utilizar tambidén
otros dispositivos detectores convencionales conocidog en
la téenica.

En una realizacién adicional de la presente in-
vencidén, con referencia a la figura 6, se emplea un disco
510, que tiene una pluralidad de cavidades individvales
520, en lugar de un par de cavidades élineadas radialmente
130 y 140, como en el dispositivo de 1h figura 1. En la
prdetica de la invencidn que utiliza ei aparato de la fi-
gura 6, se colocan en las cavidades 520 cantidades preci-
gas de dos o mds reaccionantés, poY ejemplo suero y renc-—
tivo indicados por 525, cavidades en las que tiens lugar
una reaccién para proporcionar un producto de reaccién fi
sicamente sepafable. La carga de las cavidades 520 puede
ser efectuada pipeteando, como se ha descrito enteriormon
te. Una o mfs de las cavidades 520 pueden smer cargadas con
reaccionantes vatrdén, de la manera anteriormente descrita,

y el disco 510 asi cargado, puede ser colocado sobre el

"miembro de soporte 15 de la misma manera que el disco 110

de la figura 1, ¥ hecho girar a una vélocidad suficiente
para hacer que los contenidos de les cavidades 520 sean

transferidos por la fuerza centrifuga a los medios de sec~-
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paracibén comunicantes 190, 4 partir de este momento, el
procedimiento transcurre de la misma mancra que se ha dey
crito anteriormente en relacidn con la disposicién de upg
rato de‘la'figura 1 y un patrén, como se ilustra cn la Ti
gura 4. En la vrdctica de la realizacién precedente, ol
disco 510 que contiene cuvidades 520, puede ser cargado
con reaccionmantes, permiitiendo que la reaccidn transcurivw
hasta el equilibrio., Es decir, los discos 510 pueden ger
cargados ¥ guardados durante prolongados periodos de tiem
10 po, por ejemplo durante horas o mds, después de lo cual
los discos' 510 pueden ser dispuestos en lugar de los dig
cos 110 en el dispositivo de la fiﬁura'1,‘afectuéndose un
ensayo como se ha descrito anteriormente, lista realiza-
cidén puede sar empleada eficazmenfe con reacciones lentas,
15 por ejemplo, la determinacidén de la hormona del crecimiég
to humano en el suero de la sangre, las cuales, 3i se ﬁtg
liza la realizacidn de doble cavidad anteriormente descri
ta, entrafiarfan una rotecidn impracticablemente larga, a
las velocidades ds altas, de, por ejemplo, una hora o .
20 més . Altermativamente, si log digeds 510 se.cargaﬁ‘en un

periodo de tiempo tal que para la reaccién lenta particu-

lar implicada, puede considerarge en la prdetica que las

reacciones en las diferentes cavidades dnicas han empezu-

~do todas al mismo tiempo, el disco 510 caigado puede ser

25 hecho girar y los conbenidos de lap cavidades 520 ser

20.5.75 - 30 -



traﬁsferidos a losg medios de separacidn comunicantes'19o,
en cualquier momento en que se haya producido en las ca-
vidades 520 una cantidad mensurable de constituyente se-
' parable. Este procedimiento es eficaz en los casos en que
5 'cualquier pérdida de exactitud del ensayo que pudiera re-—
sultar de los diferentes tiempos de reaceidn en las diveyr
sag cavidades, no sea importante en comparacidén con el
tiempo que se ahorra.
Entre las ventajas particulafes del método en
10 tandem mecdnica y quimicamente continuo de la presente
invencidn, se incluyen la eliminacidn esencial de inter—
vencién manual o mecdnica en el curso de 1a realizacidn
de un ensayo, 1o que hace minima la importancia de va- .
rigbles distintas de las que son interesantes, y la posi
15 bilidad de utilizar tiempos de reaccidn cortos y de per-
mitir estudios cinéticos simfiltdneos en condiciones de
tiempo controladas.
Para los fines de la presente invéncidn, los |
constituyentes reactivos ineluyen sustancias que reaccio

nardn quimicamente para proporcionar un producto de reag

20
eién quimicamente diferente o productos y, también, sus-
tancias, que se pueden congiderar que reaccionan fisica=-
mente (por ejemplo, ciertos fenémenos de adsorcién Iisi-
- ca) para producir uno o mds materiales fisicamente di-
25 ferentes.
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El medio de separacién de fases liquidas en
la prdetica de la presente invencién, puede ser disno-
siciones crouatogrdlicas convencionales, por cjemplo,
gue proporcionan una genaracidn sobre la base del tama-

5 . fio moleéular, de los fendumenos de adsorcidn figica, de
la quimisorcidn, de las propiedades de intercambioc de
iones, de las afinidades moleculares especificas (croma
tografia de afinidad) y de otruas técnicas conocidas que
utilizan, por ejemplo, geles, sblidos y resinas.

10 La presente solicitud, que corresponde a la pre
sentada en Estados Unidos de América, el 10 de kyo de
1974, bajo el Ne¢ 468.649, se acoge & los beneficios del
Articulo 51 del vigente Bstatuto sobre Propiedad Indus-

trial.
15
RETVINDICACIONES
20
Los puntos de invencidén propia y nueva, que se
25 . presentan nara que sean objeto de esta solicitud de Ya-

V 20.5-75 .- 32 -



tente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los
que se recogen en las reivindicaciones siguientes:
l2,- Aparato de ensayo para analizar una
.pluralidad de mnestras_liquidas, que comprende un disco -gi~-
5 ratorio con una pluralidad de cavidgdes que giran junto
"con dicho disco y dispuestas radialmente a cierta distan-
cia para recibir muestras liquidas a analizar y al menos
un reaccionante liquido, y con recipientes en dicho dis-
co en alineacién radial sustancial con cada una de dichas
10 cavidades, caracterizado porque dichos recipientes estén
provistos de medios separadores de fases liquidas.
22,~ Aparato segln la reivindicacibn 12,
caracterizado porque los medios separadores de fases li-
quidas son de forma de columna.
15 32,- Aparato segin la-reivindicacién 22,
| caracterizado porque los medios separadores de fases liquidas
son intercambiables y estén dispuestos concéntricamente en
dichos recipientes.
4a,- Aparato segfin una cualquiera de las rei-
20 vindicaciones 12 a 32, caracterizado porque dichos recipien-
tes estén diseﬁados en forma de tubos cerrados por el fondo.
5&,- Aparato segfin la reivindicacién 42, ca-
racterizado porque dichos tubos que contienen dichos medios
separadores de fases liquidas en forme de columna estén so-

25 portados en sus partes extremas Junto al disco por medio de
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una junta pivotable para alineacibn radial sustancial con

dichas cavidades por fuerza centrifuga, de modo que, cuan=-
do dicho disco est& en posicibn de reposo, dichos tubos
estln verticalmente suspendidos,

5 68.~ Aparato segfin la reivindicacién 52, ca-

© racterizado porque dichos medios separadores de fases 1i-

quidas en forma de columna estén provistos de una abertu-
ra para la salida de la fase 1lfquida separada que se ha
de precipitar:-en el fondo de dichos tubos.

10 72.- Aparato seglin una cualquiera de las rei-
vindicaciones 12 a 62, caracterizado porque cada uno de di-
chos medios separadores de fases liquidas comprende sola-

R mente una cavidad en dicho disco.

. 82,-~ Aparato seglin una cualquiera de las rei-

1500 vindicaciones 12 a 62, caracterizado porque cada uno de los
. . )
++ecy -Medios separadores de fases lfquidas comprende dos cavida-
oo des radialmente dispuestas en comunicacién en tandem en di-

. eea cho disco.
| . 98.- Aparato segln la reivindicacibén 82, ca-
20_. ‘raéterizado porque la pendiente hacia arriba y hacia afue-
ra entre la cavidad interior y la cavidad exterior es menos
pronunciada que la pendiente entre la cavidad exterior y
los medios separadores de fases liquidas.
10&8.~ Aparato seglin las reivindicaciones 82.

25 o 9z, caracterizado porque la seccibn transversal de flujo
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de un paso de forma de cubeta entre la cavidad interior y
la cavidad exterior es mayor que la seccidn transversal de
flujo entre la cavidad exterior y los medios éeparadores

" de fases liguidas.

5 118,~ Aparato segiin una cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 108, caracterizado porque comprende
unos medios de admisién de eluyente para las npar’cea extre-~
mag radialmente interiores de las cavidades.

122.- Aparato segln una cualquiera de las

10 reivindicaciones 12 a 112, caracterizado porque los medios
separadores de fases liquidas son columnas de gel.

152.- Aparato de ensayo para analizar una

pluralidad de muestras liquidas.

Tal y como se ha descrito en la Memoria

15 que antecede, representado en log dibujos que se acompa-
’ flan y para los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de treinta y cinco
hojas escritas a méquina por una sola cara.
., Madrid, 1221877 .
s ‘ P.A. Oscer de Elzabure
o=4=77 _ - %5 -
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