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ILa presente invencidn se refiere on gonergl a
eolumnas de adsoreidn. Desde un punte de viste la presente
invencidn se refiere o columnas de adsorcidn gue son Gtiles
en radininmunoensayos. En otro punto de vista, la presente
invencion se refiere a un procedimiento para la preparacicn
de las columnasg.

Actunlmente hay uno demnnda por dispositives ana
1{ticos rdpides y automdticos, débido a loa requerimicntos
siempre en aumento de estudios micro-analfticos en la inves-
tigacidn binquimica, andlisis clinicos de rutina, estudios
enzimdticos y lo similar. Se estdn poniendo ~ disposieisn
de csa demanda dispositivos analiticns de estaciones milti-
ples que utilizan un campo centrifugo, para el rdpido micre
analisis de una amplia variedad de 1liquides tales como los
fluidos corporales, por ejemplo, suero sangufnes, productos
alimenticios, y los similares.

En tales dispnsitives con frecueneia resulta
critico que una serie de reacciones sean inicladas exacta-
mente al mismo tiempo para poder obtener resultades dignos
de confianza. Bgto es de particular importancin para los eg
tudins enzimdticos, en los cuales se pueden tomar, con fre-
cucnecin, medieiones solamente despuds que la renceidn haya
proseguido por unos pocos megundns o minutos.

Algunng de estns dispositives pueden utilizar

enlumnas de adsoreidn para separar los componentes o ser ang



lizadna. Sin embarge, cunndo se utilizan eolumnas de adsnr
eidn en dispositivos que emplean un campo centrifugo, tie-
nen el problema adiclonal del agrietamiento o ecompactaeidn
a cauga de la pérdida de agua interaticial. Dado que es po
gible efectunr simultineamente numerosos andlisis, las co-
lumnas deben ser baratas, uniformes y fiaciles de usar.

Por consiguiente, uno o mis de los sigulentes
objotos seran logradoas mediante la practica de 1la presente
invenecifn. Bs un objeto de la misma provecr columnas de ad
anreidn que sean utiles on los sistomas de radioinmunoensa-
yo. Otro objeto de la presonte invencidn es ¢l de proveer cg
lumnas que son ubtilizadas en un sistema analf{tico gquc empleen
la fuerza centrifuga para aczelar y transferir los reactivna.
Otro nbjeto de la presente invencidn es 4l de provaer colum-
nas de adsoreidn gque se puedan almacenar de manera segura
hasta que se las deba utilizar. Otro nbjetn es el de provecr
enlumnas que contengan un sugtrato de gel uniforme. Otro nb-
Joto adicional es el de proveer un procedimicnto para la pre
paracion de las columnas. Otro objeto es el de proporeionar
un procedimionto que vuelvan hidrofiles a 1los discos do reten
eidn. Un objotn adicional es el de proporcionar un procedi-
micnto para cargar y desgasificar la columnas

Bstos y otroa nbjetos resultardn fdcilmonte evi-
dentea a quiones sen expertos en esta técniea a la luz de las
engefianzas estoblecidas en esta memoria deseriptlva y en los



dibujos adjuntos.

El Gnico dibujo es una vista en ecorte de la
columna de adgsoreidn de la presente invencidn. Ta enlumna
10 puede consistir de easl cualguier material inerte, tal
como ¢l vidrio, el pldstico y lo similar. Un material pre
forido es el poliestirenn que es claro y transparente y no
se rompe con facilidad. La columna 10 es de aproximsdamen
te 10 centimetros de large y tiene un cilindro externo con
un didmetro de aproximadamente un cent{metro. Puede conte-
nep aproximedamente 2,5 mililitres de liguido. Ta punta 12
tiene un didmetro interno de aproximadamente un nilimetro y
el depdsito superior 14 tiene un difmetro externo de aproxi
madamente dos cent{metros. El tapén de la punta 16 y el ta-
pin 18 gellan los extremns respectivos de la eolumna. El dig
eo de retencidn 20 y el disco superiar 22 estén comprm didos
de un material, preferiblemente pldstico tal como el polieti
leno, gque ha sido convertido en hiddrfilo segin se describi-
r4 mds adelante. Dentro del cilindro de la columna estd con-
tenido zel 24, entrs los dos discos. Las columnas que se pue
den emplear son las suministradas por la Sorstedt Company,
bajo la marea registrada "Sorpette”.
_ En su aspecto mis amplin, el procedimiento de
acuerds con la presente invencidn se relaciona a columnas de
adsoreidn dtiles en radioinmunoensayos y a un procedimiento
para su preparacién. Tas ceolumnas son preparadas mediante



un procedimionto que comprende las etapas de:

(1) insertar on una columna cilindrieca que estd -
abierta por ambos extromos y tiene una poreidn media de did-
motro osencialmente uniforme, una poreidn de base yuc ge ahé
se hastg un didmetro menor que dicha poreidn media, y una por
cidn superior que os de dismetro mayer qua dicha porcicn me-
dia, un primer micmbro de retencidn hidrdfilo pormso de mane
ra que ol primer miembrn de retencidn esté dispuesto dentro
de dicha columna en un punto en gue la porcidn medis se eg-
trecha hnsta ol didmetro mennr,

(2) 1llenar la columna aon wmsuspinsidn acussa
de un madio de separacidin capaz de retener selectivamente
uno o mis componentes que son llavados a la eslumna,

(3) invertar en la columna un segundo miembro de
retoneidn indrdfilo poroso de manera que cl segundo miembro
do raotencidn cgté dispuestn dontro de dicha columna en un
punto superior al medlo de separaeidn, aproximadamente don-
de la porcidn media se ensanche hagta el didmetro mayor,

(4) bomeer ontrar sufieicnte agun a la parte su
perior de la columna para impedir que se seque el medio de
separacidn, y

(5) colooar miembros de sellado removibles en
- ambng extrdmos de la columnae. Coe -

1a preparacisn de las columnas de acuerdo con

la presente invencidn invalucran diversos factores gue tig



nen importancia para la obtoneidn de resultados aceptables.
Bn las columnas de adsorcidn a ser utilizadas en dispositi-
vos que emplean un campo centrifuge, es importante que el mg
dios de separacidn se comporte como la resistencia limitado-
ra del flujo. Por lo tanto, los retenes de la parte superior
¥ 1la inferior de la columna deben dejar pasar 1{quido a una
velocidad superior que la del medio de separacidn. No obstan
te, el tamafio de los poros del retén inferior debe ser menor
que ¢l tamafio de las part{culas del medio retenido. ILas par-
ticulas separadas no deben ser forzadas & trzvis del mate-
rial retenedor en el campo centrifugo. De manera similar,
el tamafio de los poros del retén superior debe ser suficien
temente pequeflo para rehener al medis de separacidn durante
el almacenamiento o el trdnsito, durante los cuales podria
quedar invertido. -

Bl material utilizado comn retén de columna de-
be poddr soportar un campo eentrifugo de por lo memns alrg
dedor de ecinco veces la gravedad sin agrietarse ni doblar-
se. Se puede emplear una variedad de materiales, aynque el
de mayor preferencia, con mucho es el polietileno poroso de
elevada densidad. Otros materiales que tienen menor prefe-
rencia son el nylon, tefldn, copolimeres de polietilemn, ta
les como el copolimero polietilenn-palipropilens, pues el
material sdlescionade para loa retenes debe tensr un £lu-

Jo inherente de ingreso mayor gque el del medin de separa-



cidn. Bs por este motivo que el uso del ponlietileno prefe-
ride requiere que sé¢a convertido a estado hidrdfile como se
indicord mis ndelante.

, El materisl preferide para ubllizarlo como roe
tones, segin lo indiecado, es el polictilens pornso de alta
densidad de aproximadamente 1,59 milimetros de espesor y gque
tiene una porosidad de hasta 30 micrones y un fndice duromd
trien de aproximadamente 80 hagsta aproximadamente 100.

'El ajemplo 1 de eate descubrimiento describe
la preparacidn de los retenes n discos. El tratamiento se
puede realizar antes o despuds de cortar la lémina de poli
etileno. Si bien &l oxidante preforido es el decido erdmico,
también se pueden emplear otros agentes de oxidacidn. Por e-
jemplo, es posible emplear ol daido nitrico, el deido percld
rico, el permanganato de pptasio, el ozono, o lo similar. Si
se lo desea, también se puede emplear la oxidacidn térmica.

El margen de tamafio de part{cula del medio de
separncidn es otro factor importante a f£in de adegurar co~
lumnas de adsoreidn de flujo rdpido. S5i en las columnag eg
t4 presente un exceso de part{culas finas con relacidn al
tamafio medio de part{ecula, los caudales de flujo disminui-
rin sustanc;almenxe. Reafprocamente, las columnas que con-
tienen una abundancia de particulas mayores en relacion con
el tamafio medio de part{culas perderdn agun intersticinl rd-



pildamente debido a la menor eapilaridnd. Easte efecin apre-
sura el agrietamiento de las eolumnag rellenas cuando no eg
tdn completomente sumergidas en agua, es declr durante la
rotacidn en ol campo centrifugo. Por consiguiente, el map-
gen del tomafio de las particulas utilizadas en las columnas
debe ser suficientemente estrecho como para permitir la fop
macién de lachos uniformes. Un margen de tamaiios gue sea 4§
magiado amplio con frecuencia puede dar como resultado una
digtribucidn desigunl en cada cotumna y perjudlcard la resn-
lucidn separatoria.

Fn la proctica, se ho sbaervadn que el medio de
adsorcidn emplendo en el dispositive centrifuge ya menciong
do debe fener un tamafo de particula medis dentre del mar-
gen de aproximadamente 20 hasta aproximadamente 80 mierones.
No debe habar mis del 10 por ciento de las partieculas del meg
die fueraz de este margen. ’

Aungue se puede emplear una variedad de medins
de saeparacidn, esta columna preferida preparada mediante el
procodimiento de la presente invencisn contienc medios de sg
paracién compuestos de geles, combinaciones de geles, resi-
nns de intercambio idnice, y lo similar. También se puede
emplear carbdn vegetal en polvo o finamente perlade, pern
actunlmente, esto es menns preferido. ¥Un medio particulor
mente preferide es un gel vendido por Pharmacia bajo 1a mar
o2 registrada Sephadex-G-25 Fine y, en el cual aproximada~



mente el 90 por ciento de las particulas tienen un tamaiio
de aproximadamente 20 a aproximadamente 80 micrones.

Se ha observado que las epolumnes pucden ser
praparadng a partir de egste gel, tal comn es recibido. No
es necesaria la eliminscidn de particulas finss, mientras
se empleen condiciones gque liguen esta mezela de gel-agua
sin subdividir ultericrmente las particulas de gele & os-
te respectn, se observd después de muchn experimentacidn
qua el wso de un agltader megnético era inconvenicnte dado
que tend{n a subdividir aun mds a lns partfoulas. la soln
cidn de gel resultante no era uniforme y cuando las colum-
nas eran ulilizadas en radicinmuncenseyos era dificil ob-
tener resultados reproducibles. Se comprobd que el uso de
un agitador colgante era preferible y proporeionaba suspen
sinnes de gel de tamaflo uaiforme de part{eulas.

Une caracterfstica ultérior gue tiene importan
ein parn la preparacidn de las columnas de acuerdo con la
procente invonecidn es le relacidn de medis do separacidn o
agus. Ta relaeidn es impartente para asegurar volimenes
de suspensidén uniformes en cadg ecolumna, ssegurando con eg
to una cepacidad seperatoria uniforme. IEn la prdctiea, una
relacidn del medio de separacidn al agun desde aproximada-
nente 1:1,5 o i,ssl se ha comprobado que es sotlafactoria.

31 gel de egtallo preparado de acnerdo con las
onseiianzag de la presente inveneidn no debe sor refrigerado



puesto que a bajas tempergturcs es aificil oxtrmer el aire
que pudiera haber sido atrapado.

Como se indied previamente, lns enlumnas de ad .
snreidn e acuerds con esta invencidn son particularmente
utiles en los radioinmunoensayos, particularmente en aque-
llos que emplean la fuerzs centrifugn para mezelav, hSrans-
ferir y separar los reactivos y/o productes de reaceidn.
Por supuesto, las columnas se pucden 2mplear en obrnsg pro-
cedimiontos analfticos yuz no utiliman fuerza centrifugn,
perc no ofrecen ninguna venliaja sobre las eolupnas que se
hellan disponibleg en &l eomercin. Debido al hecho de que
la suspension gel en las columnas de acuerdo con la presen
te invencidn estAn sujetes o fuerzas centrifucas es impor-
tante que no se produzca resquebrajamiento ni enmpactacidn
debide a pdrdida de agua intersticial Ge las ecolumnas. Ade
mas, es igualmente imporiante que lo veloeidad de flujo del
1fquido = través de la suspensicn gel mientras que ha palle
bajo tal fuerza sea esencialmente uniforme para tndas las
eolumnag dz manera gue la adsoreidn o la desabsoreidn del
componenta o los componentes que se debe medir sea unifor
me. Todas ecstas carscterizbicas sufren lao influencia del
procedinmientc por el cual se preperan las occlumnas.

Un dispositivo analitico perticularmente pre-
foridn sn el cunl ce pueden empleay las columnos de adsoyr
cidn de acuerdo con ls presente invencicn es el revelsdo
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on la solicitud copendiente de patente de Zstados Unildos de
América No. de serie 468.649 titulada "Methnd and Apparatus
For Lssaying Ligquid Matorials® (Métedo y Aparato para Ensa-
yo de Materiales ILfguidos) presentada el 10 de meyo de 1974
y dedida al mismo cesionarin de la prosente invenecidn. Tal
comn se vevela alli, el dispositive es un analizador de es-
taciones maltiples que utiliza un campo de pentrdifugacidn
para mezeclar, transfoerir y separar reactives y/o productos
de reaccion. Bl dispositivo puede ser conirolado para per
mitiyr el mezelado parcial de componentes, dar tiompo para
que se produzea le incubacidén y una separacidn y medicidn
simultdnea de los componentea. Por ejemplo, la columna de
adsoreidn de acuerdo con la presente inveseldn es utilizadn
ennvenientemente en aeste dispesitive para el radioinmunoon-
sayo de una variedad de composiciones tales como los flui-
doa corporales, por ejemplo, el suero sanguineo y lo simi-
lgr. Por ajemplo, las columnag de admoreidn prepnrndas de
acuerdo enn los procedimientos de los ejemplos 1 a 4 de eg
ta memoria deseriptiva pueden ser utilizados parn el mierp
anflisis do la digoxina, triyodotironona (T=-3), tetrayodo-
tironina (0449, abaoreidn de T~3, cortisel y o similar.
los ejemplona sifulentes son ilustrativos:
Bjemplo 1
Preporacidn de disecos para columpa
Se cortaron ldminas de pélietileno de mproxi-
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madgmente 1,59 milimetros de espesor ¥ con una pnarosidad de
25 X 3 micrones, en discos de 7,8 a 8,0 mili{metros de aig
metro externo. Pagterlormente los disens fueron sumergidos
en acotonn y sometidos a remolinns parn exbtraer la grasa
gue pudieran tener. Mientrma esgtaban en el bafio de acetn-
nn, se aplied vacio e inmediantamente dsspuds los discos
fueron sumergidos en agua y enjuagados utilizando sproxi-
madanente un litro de agua para cada 500 discos. Mienbtras
egtaban en el agua, se aplied vacfo nuevamente. Tos dis-
cos fueron transferidos o un reeipiente parcialmente lleno
de un fuerte oxidante para convertirlos dol estado hidrdfp
bo al estado hidrdfile. Bl oxidantie era uns solucidn de &
eido ordmico preparada disolviends de 8 a 10 gramos de di-
cromato de potasio en 35 a 50 mililitros de agua destilads
o desionizada en un vago con pico da 150N a 2000 mililitros
seguido por la adicidn gradual con agitacion de un litro de
doide sulfirico concentrade. Ios discos fueron dejades que
permanecieran en contacto con el deido cromico hasta que’
tomaron color verde; habitualmente egio lleva de 5 a 10 mi
nutos. DPosteriormente, los discos fueron retirades del &-
eido y lavados abundantemente eon agua destilada hasta que
su eolor se volvid blaneo o crema. Esta etapa de lavado
habitualmente lleva de 5 2 10 minutos. TIos disens se ha-
1lan suficlentemente enjuagades cuande el pH del agua de
enjuague y el agua de entrada gon iguales. Tl egtado hi-
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drofilo de los discos se verificas colocando un disen seco
en una columna de plastico vaeia, asentdndelo y llenando
12 eolumna con agua. Ia columna debe comenzar a gntear
inmediatamente, indieands que la conversidn del egtado hi
drdfobo al hidrdfilo es completa. los diseos se almacenon
bajo agua desitilada o desionizagda.

Ejemplo 2

Preparnciin de suspensidn gol

Ui cantidad medida, generalmente de 40 a 50 arn
mns, de un gol de dextrano reticulado, vendido bajo la mar
ca rogistradn "Sephadex G-25 Fine" por Phormacin Fine Che-
mienls Company, y que tiene un tamafio de perlado de 20 &
80 micrones fue transferida a un vasn eon pien graduado de
Pyrex de pared grucsa. Se agregd agua, destilada o desioni
zada en unn cantidad equivalente a 6 a 8 veces ol peso del
gol. Despuds la mezcla es agitada hasta que la suspensidn
sea uniforme. ILa mezela es luagoe golocado en un badlic de
agua hirviends durante un per{odo de al menns una hora.
Después de dejar enfrisr la guapensiSn se ajugta la relao-
cidn volumdtrica del nivel del 1fquide al lecho de gel de
manera que la relecidn final sea de gproximadamente 110,8.
Pogteriormente, por cada 1000 mililitros de volumen de la
suspensidn se agrega 0,10 gramo del agente bacteriostdti-
¢o, por ejempln Thimerosal.



Ejomplo 3

Preparacidn de suspension gel

Una eantidad medida, gencralmente de 40 a 50
gramns, del gel de dextrano reticulade empleado en el ejem
plo 2 fue $ransferida s un vase con pice granulade de Pyrex
de pared gruesa. Se agregd agua; destilada o &esimnizada,
en uma cantidad equivalente a 6 a § veces ol péso éel gel;
luegn se agita la mezela hasta que la suspensidn quede u-
niforme. ILa mezela entonces se deja reposar durante la no
che a temperatura mormal de interior. Ia relacidn voluméw
trica de nivel de liquido a lecho de gel fue ajustada de mo
do que la relacién final sea eproximadamente de 1:0,8.
Despuds, por cada 100 ml de volumen de suspension se agrega
0,10 gramo del agente bacterinstatico Thimerosal. Antes de
utilizarla, la auspenéién es desgasificada para exbraer to-
das las burbujas de aire.

A Ejemplo 4

Preparacidn _de la enlumna

Columnas de poliestireno con un diametro exte-
rinr del cilindwo de aproximadamente 9 milimetros y una lon
gitud de alrededor de 10 centim tros y suministradas por la
Yolber Sarstedt Company, fueron colocadas verbticalmente en
un gopnrte para tubos de ensayo contenide en una bandeja.
Cada columna se enjuagd primere con agua destilada o desio-
nizada, Se insertaron discos de polietilenn hidrdfiloes,
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proparados onnforme al Bjemplo 1 en la soceidn inferior
del cilindro principal de las eolumnas e¢on una herramien
to de asentamicnto y se Jos humedecid eon agua destilada.
Lo susponsidn gel, preparada de la manera astablecids en
los Bjemplos 2 6 3 fue mezelada por modio de un agitador
colgante de velocidad varisble a une velocidad maderada

de 500 a 750 rpm para mantener una mezcla eompletamento
homogénen. Yonateriormente, se aiministraron 5,0 mililitros
del gel en’'eada una de las columnas prelavadas. Ia suspen
sifn gel se permitid gue se asentara de mode gue el nivel
del lechn resimao fuera de aproximadamente 1,50 milime~
tros por enclma..del eilindro prineipal de la columna. Por
lo monos se mantienen de uno a dns mililitros de agun por
encima del gel antes de insertar el diseo superior. Se cp
loed un segundo tapdn hidréfilo proparado como en el ajem
plo 1 en la seccidn superior del cilindro prineipal con
una herramienta de asentemiento; la poreidn de cada colum
na por encima del diseo fue enjuagnda a fondo con agua pa
ra remover el exceso de gel. Pesteriormente, se agregaron
a cada columna 3,0 a 4,0 mililitros del agente de abulta-
mianto de gol y se dejd gotear al reactivo a través de la
columna hasta que no quedd tiquido sobre el disco superior.
Las columnas fueron enbtonces alameenadas en agua destilada
que contenin 0,01 por ciento volumdtrico de un agente bace
teriostdtico tal como el Thimerosol.



Aungue la inveneidn ha side ilustrada por las
cjemplos precedentes, no debe dedueirse que se halla li-
nitada a los materinles ompleados en los mismos, sino que

mis bion la invencidn se refiere al dres genérica segin

ge deseribe precedentements. Pueden efectuarse diversas

modificaciones de la misma sin apartarse del espiritu y
el aleance de la presente invencidn.



REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacicn de uns
columna de adsorcion descartgble itil para radininmunsensa-
yos, caracterizado por comprender la etapas de:

(1) insertar en una enlumna cilindrica que se hn-
11a abierta por ambos extremos y que tiene una poreicn medin
de didmotro esencialmente uniforme, una poreion inferior que
se ahusa hasta un didmetro menor que el de dicha poreidn me-
dia, y una poreidn superior que es de mayor didmetro que di-
cha poreidn media, un miembro de retpnciﬁn primero, poroso
e hidréfilo, de monera tal que dicho miembro de retenecidn
primere esté dispuesto dentro de dicha columna en un punto
en donde dieha poreidn media se egtrecha hasta dicbo didme-

$ro menor,
(2) 1lenar dicha columna con una suspension acug

sa de un medio de separacidn capaz de retener selectivamente
uno o mas componentes que gon admitidos a dicha eolumna,

(3) insertar en dicha columna un segundo miembro
de retencidn poroso e hidrdfilo de manera que dicho segundo
miembro de retencidn esté dispuesto dentro de dicha columna
an un punto superior a dicho medio de separacidn aproximada
mente en donde dicha porcidn media se ensancha hasta dichn
didmetro mayor,

(4) admitir suficionte agua hagta la porte supe-
rior de dicha eolumna para impedir que dicho medis de separa
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eion se seque, y
(5) colocar miembros de sellado removibles a
ambos extremos de dicha columna.

2. Il procedimiento de scuerde con la reivin
dicneidn 1, caracberizado porque dicho medio de separmcidn
consiste en una suspensiin de un zel en agua que tiene una
relnecidn de agua a gel de aproximadamente 1:1,5 a eproximg
damente 1,5:1e

3« Il procedimientn de acuerds con la reivin
diencifdn 1, caracterizado porque el medio de separacion es-
td comprendido de una suspensisn de un gel que tiéne un ta-
mafic promnedio de particula de aproximadamente 20 hasta a~
proximadsmente 80 micrones.

4. E1 procedimiento de acuerdo con la reivin
dicancidn 1, caracterizado porque dicho medio de separacicn
estd comprondido de una suspensidn de un dextrane reticula-
do en aguae.

5« El procedimiento de acuerdo con la reivip
dicacidn 1, caracterizado porgque dicho medio de separacidn
estd comprendido por una suspensidn de acarbdon vegetal en
agua.

6. El procedimienio de acuerde con la reivia
dicacidn 1, caracterizadu porque dichos miembros de reten—
cidn estdn comprendides de un material de polietileno porp
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7. Bl procedimiento de acuerdo con la re¢ivindi-
cacién 6, caracterizado porque dichos miembros de reten-
¢idn tienen una porosidad de hasta aproximadamente 30 mi-
crones,

8. El1 procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 6, caracterigzado porque dichos miembros tienen una
resistencia a la traceién, medida en wn durémetro, de a-
proximadamente 80 hasta aproximadamente 100,

9. Bl procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacibn 1, caracterizado porque dichos miembros de reten-
cién han sido convertidos en hidréfilos por tratamiento
con un agents oxidante,

10. Bl procedimiento de acuerdo con la reivindiw
cacibn 9, caracterizado porque dicho agente oxidante es
el deido crémico.

11. Bl procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacibn 9, caracterizado porgue dichos miembros de reten~
eibn antes de ser pusstos en contacto con dicho agente o
xidante son lavados consecutivamente en acetona y agua
mientras se hallan bajo vacfo.

12, .BL procedimierto para la preparacidn de
una columna de adsorcidn.

Ial y como se ha descrito en la Ilemoria que
antecede, representado en los dibujos que se acompafian

y para los fines que se han especificado,
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tus a mdquina por una sola cara.

Madrid, 22.10.5370
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