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Ia presente invencién estd dedicada al ensayo o
andlisis de fldidos. Ms en particulaer, la presente inven
cibn esté dedicada & la determinacidén de la concentracidén
de una sustancia en una muestra fldida, por ejemplo, suero,
haciendo reaccionar una muestra fldida con uno o mis reac—
tivos y separando, por centrifugacidén, log constituyentes
de reaccién para obtener, con exactitud; una indicacién de
la concentracién de la sustancia de interés,

En el andlisis de fldidos, por ejemplo de suero,
es impotante, frecuentemente, determinar en una mestra
fldida, la concentracién de sustancias, tales como hormo-
nag Hiroideas, hormonas sexuales, glicdsidos cardfacos, vi
taminas y antigenos del cdncer, Ademds, es extremedamente
importante que tales concentracioneé se determinen con exac
$itud y con rapidez., |

Jas técnicas anteriores comprendfan largas opera
ciones individuales de mezclado, reacciéns separacidén y me
dicién,

Es un objeto de la jresenfe invencién, proporcig
nar un método para determinar rdpida y exactamente, la con
centracidén de substancias en fldidos. _

Otros objetos resultardn evidentes de la signien
a_te’memoria descriptiva ¥y reivindicaciones tomadas conjun-

tamente con los dibujos, en los que

la figure 1 es wna vista en alzado lateral de un
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aparato adecuado para ger utilizado en la préctica de una
realizacién de la presente invencidn, .
la figura 2 es una vista en planta parcial del
aparato dé la figura 1,
.la figura 2(5) es unz vista fragmentaria de una
ﬁarte del aperato mostrado en la figura 2,
la figura 3 es wna representacifr. algo esquemdti

ca de una disposicidn de medicibn para ser wtilizada de

acuerdo con la presente invencibn,

la figura 4 es una Tepresentacién de una gréfi-
ce del tipo que puede ser ubilizado como norma de referen
cla de acuerdo con la presente invencidén,

~las figuras 5(a), (b) y (¢) ilustran esquemiti-

camente el funcionamiento de los medios de separacidn de
fages liquidas en una realizacidn particular de'la presen
te invencidén, y ' |

las figuras 6'y 6(a) son vistas parciales, en
planta y en alzado lateral, del aparato adecuado pafa ser
wbilizedo en una réalizacién adicional de la presente in-
vencitn. | '

Un método de acuerdo con una realizacién parti~
oultr de la presents invencién pars onsayay una multipli-

cidad de muestras liquidas, comprende (i) hacer reaccionar

'por 10 menos dos materiales lfquidos en una multiplicidad

de cavidades,. (ii) disponer mediog de separacidén de fases
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liquidas en comunicacién con‘dichaé cavidades, (iii) sometar
las cavidades y los medios de separacién de fases liquidas

a una fuerza centrifuga suficiente para transferir el conte-
nido liquido de las cavidades a los medios de separacién de
fases liguidas comunicantes y para permitir la separacion del-'
1iquido transferido a estos en dos Fases por lo menos y (iv)
medir por lo menos una,propiedéd de uns Fase sepavada.

La presente invencién se entienderd més coupletamen
te, con referencia a los dibujos, en los que la figura 1 nmues
tra un aparato adecuado para ssr utilizado en la préctica de
la presente invencién, que.comprande w miembro de sdporte 15

rotatorio fijado al eje 2C destinado a ser accionado por el

motor 30 que estéd acoplado al eje 20 como se indica en 18 en

un margen de velocidades. Los miembros anteriormente mencilo-
nados estdn soportados por la placa de base 4C ¥y encerrados
dentro Ag una envolvante 50, qus 2std provista de una tapa 60
que pueds ser retirada. ELl anillo 70 sstd unido de manawa ge-
parabls gl mieubro rotatorio 15 y es portador de una multi-
plicidad de tubos.separgbles 65, que asstén engranados con el
anillo 70 vpor medio.de disposiciones 80 de asiento de rétula,
tales qus los tubos se pueden mover libremente desde la posi-
cién de reposo 90 hasta la posicién de rotacién LCO por ro-
tacidén adecuada dsl ﬁiembro 15. E1 disco 110 est4 montado de
aanera geparabls sobre el mieambro 15 y en coincidencia sobre

61 por medio del pasador 112, de tal manera uue, con referen

-Jc..
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cia & la Ffigura 2, cada £ila 120 de cavidades 130 y 1,0 ra=-
dislmente alinsadas, estén en alinsacidn gubstancial con un
tubo 65. Los tubog 65 estin ligsramente desplazados desde la
alineacién radial exacia con las cavidades 13C y 140 opues-
as, para compensar la inercia dsl Ligquido durante la trang
fersncia a los tubos 65, pudiendo ser delorminado y ajusta-
do matinariamente eslbs desplazaniento para un'aparato dado.

A titulo de deseripcién genor&l,'en la préctica
de la presente invancién, por ejemplo con él fin de obte-~
n3r la concentracién de una suutancie en mvestras de sue-
ro o de sustancias similares al susro, una cantidad Preci-~
sa de reactivo 150 se dispone en las cavidades 130 y wa
cantidad prgcisa de susro 160 se disbone en las cavidades
14C, siendo el reactivo tal que reaccions con la sustan—
cia de la muestra, cuya concentracidn se busca, para pro-
ducir un producto de roaccibén fisicamente separable. Las
cavidades 130 y 140 pueden sar, por lo vanto, cargas me-
diante pipetz2ado menual o wmediasnts 2l uso del aparato des—
orito en la patents de Zstados Unidos numsro 3.801,283, de
3. Shepiro y T. Piounko, expedide el 2 de 4bril de 1974.

Bl motor 30 se acszlsra hasta una primere velocidad, de tal

modo que la fuerza centrifuge desarrollada provogue gue el

rezacbivo 150 de las cavidades 130 saa transferido a las
cavidades 140 y se mezcle y rcaccione con lag muestras 160

de las cavidades 14C. La valocidad del motor 3C se reguls

-5 -
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de tal modo que el contenido de las cavidades 140 no sea
rorzado a salir de las cavidades 14Q.por la fuefza cen-.
trifuéa. Bl reactivo 150 y las musstras 16C reaccionen en
las cavidadss 140 y, con el tiempo, se forma en las cavi-
dades 140 unarcantidad creciente de prosucto de reaccidn
7 finaimente, se produciria una condiciénm de equilibrio
Y, ai cabo ds este tienpo, se podria efectuar an anili-
sis del contenido ds las cavidades 14C, para deterainar
mediaﬁte téenicas conceidas la concentracién de la subs-—
tancia existents on las auestras160. fal practica seria,
sin smbarpo, tediosa en el mejor caso y esieiria un prolon
gado pariodo Ae tiempo, hasta de una lLora o.més para mqus-
chas aplicaciones. In la préctica de la presente invencidn,
sin embargo, no es necasario que la reaccibén en las cavida
des 140 franscurra hasta el squilibrio, sinofsolamente gus
$50 prﬁduzca en las cavidades 14C una cantidad mensurable
de producto e rz2accién o yue varien las centidades de los

reaccionantes, tras lo cual se aumenta la velocilad del mg

-tor 3C hasta equélla pars la yue sl contenido de las cavi

Agdes 14C es transferido por la fuerza centrifuge por los
canalas 7CC a los dispositivos 190 de medios ds separacién
de rases liguidag, que se musstran como columnas de gel
eromasografico 2C0 contenidas en anvolventes 210 de vi-
drio avcisrtas por la parte superior, gue estdn asentadas
dg meners separable en los tubos 65. T1 material Liguido

.

-6 -
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en contacto con las columnag de pel 200 se separa croma-
tograificamente en ellas por aplicacidén a ellas de un eln
yente. Esto se efectia con el aparato de la figura 1, dig
tribuyendd una corriente de un liquido adecuado, por ejem
plo una solucién tampén, desde el depésito 222, por me-
dio de la bomba 220 de eluyente, a #favés del conducto
230 y del distribuldor 240, en las cavidades 130, inme-

diatamente después de que los contenidos 160 de las cavida

. des 140 son transferides a las columnas de gel 200. Con

referencia a la figura 1, la bomba 220 es accionado por
medio de una disposicién reguladora de tiempo 212 conven~ -

cional en un momonto conveniente, por ecjemplo 15 scgundos,

- después de que se ha alcanzado la segunda velocidad més

rdpida. La bomba 220 proporciona un caudal fijo de eluyen
te durante un periodo de tiempo fijo y la cantidad total

de eluyente es automdticamente dividida entre las.cavida-

- des 13%0. El eluyente es transferido & las columas de gel

200 medionto 1o fuersb centrifupe, pasando por lag euvidg

des 130 y 140. Al transferir eluyente a las columnas de

- gel 200, la fuerza centrifuga provoca la separacién cro-

:matogréfic& de los constituyentes del 1iquido transferido

desde las cavidades 140. Con una seleceidén apropiada de ia

columna de gel 200, y con refercncia al procedimiento ilus

- trativo expuesto aqui en lo que sigue, uno de los constity

“yentes dé la reaccidn existente en el material de la co-
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lumna de gsl puede ser separado rdpidasente msdiante elu-
cién y transferido por le iuerza centrifuga a travéé de las
salidas 215 de la snvolvente 210 a los tubos 65, como se
anestra en 152, n el caso an gue uno de 1ou roaccionantes
ampleados sea radiocactivo, cada uno de los tubos 65 se pus
da wetirar del anilld 70, pudidndosz aedir la radioactivie-
dad de su contenido 152, ut;l;zando la Aisposicién conven-—
cicnal “#a la figura 3, que comprende un dztector de rayos
Zemma 23C, por ejemplo, una combinacién de tubo fotomultipl;
cador/eristal de yoduro de sodio, un amplificador 240, un
analizador de albtura de imnulsos 245, un contvador 25C y un
dispositive visuazlizador 26C, por ejsmplo, una lapresora ni
niriea o-digital. Las sefinles asi obtenidas para cada tubo
65 pusden sor relacionadas con la concentracidn existante
an la auestra de la sustancia de interds, mediante cdleulo
o @azdianta comparacién con un patrdn.

Como se nuestra en la realizacién particular de
la fieura 2(a), une cavidad 13C ds la hilare interior coau
nica con la oa&iﬂad 140 de la hilera exterior, con la cual
2std alincada, medienta un medio de paso,éimilar_a una cu-
bata o Aepresién, indicado por 500, a2l cual cetéd Lforamado por'
las superciciss latsralas y por la supsrricile dal fondo ase
candente de una cavidad interior 130. Con una rotacion y
fuerze cantrifuza suficientzs, al iiquiﬂo existonts: en la

cavidad 13C rebosa nor la parte slevada 80C a una cavirfad

-



140.ex£erior y alinsada con ella. Asimismo, una cavidad 14C
de lé.nilera exberior coaunica con un medio de separacién
' de fases 1i§uidas 190 (no wmostrade en la Figara 2a), el
. cual sstdelinsado con élla, mediante un medlo alargado si
5 ailar & una cubsta o Aepresidn, indicedo por 600, el cual
estd Formado por las supariiciés lateralss y la superiicie
de fcndo ascendente de una cavidad esterior 140 y un canal
760, Con una rotacién y fuerszs cenirifuga suficientos, el
liquido existente en una cavidad exterior 140 rebosa y es
10 transferido a un medio de weparacidén alineado con ella. Sin
embargo, la pendients 145 de las cavidades oxbteriorss 140
88 mas pfonuhciada que las pendientes 147 de las cavidades
interiofes 130 coamo se ausstra en la ifigura i de .5al modo
gue ei liguido -qusdars confiﬁado en la cavidad exterior
15 140, formando la porcién realzade 600 una barrera similar
8 ur. dique, hasta que se aplica una fu;rza centrifuga au~-
mentada que 2s mayor que la iuarza centriiuga fequariaa
para hacer rebosar al liquido.dasde una cavidad interior
130 2 we caviéad exterior 140, . -
20 . En la précéica de la presente invencién, como
se ha desorito anteriormenfe, es posible, taéficamente,
para tna reaccién dada y para conoentracionés particula—
.res “7adas de reaccionantss, calcular la concentracién de'
un producto de reaccién, o de un reacclonante, en un mo-

»

25 manto dado, Aespuds de iniciada la remccién, obtenidndo-

.

11-2-76 - . =9-
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se una representacidn.gréfica'de concentracién frente
al tiempo, con respecto a la cual se pueden comparar las
concentraciones medidas en momentos particulares. Para
un.éaso sencillo el procedimiento puede ser el siguien-
tes

7 Para una réaccién hipotética, bimolecular,
irreversible, A + B———é-é, en la que se mezclan concens-
traciones iguales de A y B en el momento t+ = 0, y sien-
do en el momento t= 0 la concentracién de C = 0, puéde
demostrarse que la concentracién en cualquier momento

posterior a t+ = ), viene dada por:

¢ = Aczl{lt
1l «+ AoKit

en lé que:s ‘
ho es la conéentracidn iniecial de los reacciow
nantes A y B.

K, =A (~Ea/RT) ¢ ecuacién de Arrhenius, en la
que A es el factor de frecuencia, Ex es la energla de
activacién dg la reaccién, T es la temperatura de la
reacclién y R es la constantie universael de los gases.

~ Con este cdlculo y con una representacién grd-
fica derivada de 61, para le reaccién dada, la concentra
ciép medida después de un tiempo de reaccibn relativamen

te corto, podria ser convertida rutinariamente en la con-
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centracién o nivel total de la sustancia de interés.

_ ‘ En wna realizaciﬁn particular de la presenﬁe
invencién, se wbiliza un patrén que evita el inconvenien-
te del célculo aproximado anterlormente descrito., En esta
reallzaclén, con referencia & las figuras 1 y 2, un pro- '
cedlmlento general ilustrativo de esta realizacién congig~
te en colocar un anticuerpo, en calidad de uno de los reac-
cionantes, en las cavidades mds interiores 130 del disco
110, colocando lag muestras de suero qué‘contienen una can—
tidad desconocida de una sustancia; por ejemplo tiroxina
(2-4), juntamente con el reactivo T-4 radiactivoe y con un
reactivo de deSplazamiénto, en ias cavidddes exteriorés
140. El disco se acelera rédpidamente hasta una primera Ve~

locidad de rotacidény en el curso de la cual se hace que

- 8l anticuerpo reaccionante ge traslade desde las cavidades

interiores 130, por la fuerze centrifuga, hesta las cavida-

~des exteriores 140, en las cuales se mezclan y reaccionan

el anticuerpo y el T=4, En el curso de la reaccién, 91 il

de las muestras de suero es desﬁuaado'&é su portador y quee
da libre;para.compétir con el reacti?o'T-4 marcado con ig6~
topos raéioactivos, por un nimero limitgdo de puntos de en—
lace sobre el anticuerpo reaccionante, ﬁn bualquier momen; ,

to después del mezclado y duranze el transcurso de la reace

R ién en las cavidades 140, la pr0porcidn del reactivo T=d

marcado con isétopos radizctivos combinada con el anticuer—

- 11 -
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‘po, respeéto del reactivo T—4 marcado con isétopos radiac- -

tiyos iibre en las cavidades 140, proporciona una medida
de la concentracién inicial de reactivo T=4 en las mues-
%ras de suero. Por lo tanto, cuando la reaccidn ha trans-
currido a la velocidad inicial durante un corto tiempo su-
Ticiente para proporcionar datos de sefiales radiactivas
éignificaﬁivos y micho antes de que se alcance el equili-
brio de la reaccién,'se aumenta la rotacién del disco 110
hagta un valor superior, para el cﬁal los contenidos de
1as‘cavidades exbteriores 140 son impulsados por la fuersza
centrifuga a entrar en los medios de separacién comunican-
ted 200, en donde se hace pasar el complejo de anticuerpo

¥y reactivo P-4 (conteniendo tanto reactivo T=4 radiactivo,

-eomo no ryadiactivo), junto con el anticuerpo que no ha

reaccionado, a través de los medios de separacidn 200 sien- ‘
do absorbido por los medios de separacidén 200 el reactivo

P-4 gue no ha formado complejo (tanto radiactivo, como no

radiactivo).

Este hecho detiene la reaccién formadora de com-
pléjo, 2l eliminar por lo menos uno de 1os reacciomantes
(el anticuerpo) del medio de resecidén (columnas de gel 200)
¥y por consiguiente, una sgeflal de la radiactividad del come
plejo separado de anticuerpo y reactivo T4, comparada cén

un patrén, proporcionz una medida del contenido inicial de

~reactivo -4 de la muestra que se est{ ensayando. El pa-

- 12 -
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trdn pue@e ser preparado mediante el uso de suero o de
materinles similares al suero; de concéntraoiones de
reactivo T-4 conocidas, pero diferentes,’y utilizando

lag mismas condiciones de reaceién que para las muestres
de ensayo anteriormente mencionadas, representando grdfi-
camente las sefiales radiactivas (o proporcidén de sefiales)
obtenidés para cada material frente a su concentracién
conocida de reactivo T-4, En una précﬁica prefefida, log
materiales "patrén" se colocan en cavidades apropiadas

140 en el mismo disco 110 utilizado para las muestras de
ensayo de concentracidén de feactivo.T-4 descoﬁocida, obte-
niéndose concurrentemente los datos patrén y los datos de
ensayo.
'7 - la figura 4, que eété relacionads directamente
con el ejeﬁplo especifico presehtadé aqui en lo que sigue,
iluetré'una grédfica patrén que puede obtenerse para ser
utilizade de la manera precedente y aue muestra las sefla-
les radiactivas por minuto obtenidas utilizando materiales
de partidé "patrén" que contienen una cantidad conocida

do vemctivo T-4, A tLltulo do ejemplo, 1a figura 4 indica,
pare las condiciones particulares empleadas, que cuando
se obtiene una sefial de 4,000 con una muestre de suero de
engayo que se ha hecho reaccionar concurrentemente con

10 matériales “patrén", la concentracién inicial de reac-

tivo T=4 on una muestra de 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 entiende que en la prdctica de la presente invencién
gse emplean cantidades de reaccionantes aprdpiadas y con-
troladas con precisidén, y que la presente invencién es
aplicable, generalmente, a todas las reacciones liquido-
1iquido, particularmente a‘aquellas empleadas en las téc—
nices de ensayos clinicos bien conocidas para el suero
senguineo o para materiales similares al suero, uwtilizan—
do reactivos conocidos én la técnica.

El método de la presente invencién es particu—
larmente aplicable para él_ensayo de una amplia gama de
moléculas fisiolégicamente importentes, por ejemplo, como
las descritas en la revista Clinical Chemistry, volumen
19, W2 2, 1973 (articulo de D. S. Xelley, L. P. Brown y
P.K. Besch, en la pdgina 146).

Bl siguiente ejemplo ilustrard adicionalmente la

presente invencidn,

Muestras de suero clinicas fueron analizadas pa~-

ra determinar la concentracién de tiroxina (T=4) contenie

' da en ellas, utilizando un aparato del tipo ilustrado en

las figuras 1, 2, ¥ 3, y una cﬁr&a yatrén como le mostra-

- da en la figura 4., Nueve muestrzas clinicas de suero de

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



10

15

20

25

20.5.75

soluciones "“patrén', cada wna de ellas de diferentes con-
centraciones de T-4, pero conocidas, por dﬁylicado, fue~
ron sometidas a ensayo simultdneamente. Este se efectud
cargando dos cavidades exbteriores 140 del digco 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';

2y 2'3 35 3'3 ceeee 9y 9, Asimismo, dos cavidades exbe~
riores 140 del disco 110 fueron cargadas con 35 microlitos
cada unz, de vna en particular de cinco soluciones “patrént,
cergando, por lo tanto, 10 cavidades exteriores 140 desig-—
nzdas convenientemente en la figuva 2 por a, a'; by b';
eseee @y €', las concentraciones de T=4 en lasg soluciones
Upatrént preparadas como se describe aqui en lo que sigue,

fueron las siguientes:

fatrdn w4 (microgramos/100 ml)
a 0
b 2
¢ . : 6
d 12
e 30

En el curso de la carga de las cavidades exteriores como

86 ha descrito anteriormente, cada una de las cgntidades

de 35 miqrolitos fue mezelada con 65 microlitoside agua

- 15 -
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destilada. idicionalmsnte, u cada una de lag cavidades
axsariores 140 carrada couso se ha dascrito anterlormen
e, &2 alladieron 50 microlitos Ae una solaeién radlacl
va T—4—1251 (preparada como se dsseribe an lo yue sipue).
Cada wna de las cavidades wnteriores 16, 10'... 906, G0!
y A, dtesis B,EY fueron carcadas con ragcetivo de anti-
cuerpo (deucrito en lo que sigue). Bl aisco 11C carsado
come 82 ha descrito anteriormente, sa acelerd rédpidemen
te on el apavato Ae la Ffirura 1, Loagbs ana nrimera velo
cidad t2l guz los contenidos de las cavidades interic-—
rew 10,10',... 9C,90' y 4,a'ece. E,B' fusron trangferi-
d0s, »n el aspacio de unos 3 szgundos, dzbido a la fueg
za centrifuga, a las respectivas cavidadss exberiores cg
municentes 1y, 1'esse G, 9' ¥ 2, 2'4.es €, 8', en las gus
conanzd la reac:ién y transceurceid Jurants 30 minubos.

Ty + 4B 00 4B T

I\R A ——D * :13
.1.4.“!"4\.]3?-———-—-——;‘1]3 .1.4

Una vez franscurrides treinta minutos, se acele
ré répidamente la velocidad de rotecion del disce 110 hag
ta una sagunda velocidad, .y la fuersza centrifuga dzsarro-
1lleda provocd que los contenidos de las cavidades 1, Lt
cees 9, 9' ¥ a, a' «us &, ¢' fusrar transferidos a las

recnectivas columnes cromatosrdiicas comunicantes 200,

- 16 -
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Quince segundos después de la aceleracidén del disco 110
hasta esta segunda velocidad, se puso en funcionamiento
la bomba de eluyente mostrada como 220 en la Ffigura 1,
mediante una disposicidén reguladora de tiempo 212 conven
cional para distribuir 2 ml de solucién tampén (descri-~
ta aqul en lo que sigﬁe) desde el recipiente 222 a cada
una de lag cavidades interiores 130 por medio del distri
buidor 240, Se proporciona un caudal total de 60 ml disw
tribuyendo 30 ml por minuto durante 2 minutos, siendo
“dividido" el caudal total por las treinta cavidades, cn
2 ml por cavidad. La fuerza centrifuga hace que la solu-
cién asi afiadida por medio del distribuidor 240, senm trang
ferida desde las cavidades 10, 10'¢eee 90, 90t y Ay, At,.us
E, B' a las cavidades 1, 1'see 9y 9' T 8y 8'e0es & 81 Y
& las respectivas columnasg cromatoéréficas 200, en las
que los reaccionantes y las productos de reaccidn son sg
metidos a una elucidn debida a la fuerza centrifugs de~
sarrollada por la rotacibén que actia sobre el eluyente y,
como resultado, el complejo de anticuerpo y T-4 (que cony
tiene tanto el T-4 radiactivo como el no radiactivo) jun
%0 oon el anticuerpo que no ha reaccionado, son rdpida-
mente eluidos, por ejemplo on el espacio de un minuto,

desde las columnas cromatogrdfices individuales 200 y, a

"~ causa de la fuerza centrifuga, son impulgados a los tubos

65, como se indica en 152 en las firuras 1 y 2. Ia solu-
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cibén de T-4—1251 y los componentes del susro de bajo pg
so molacular parmenecen en lasg columas cromatogrdficas
2C0. En el presents ejemplo, por separacién dsl anticuer
po mediante elucién, la reaccién anbteriormente indicada
5 sz detiene egencialmente en el momento de la separacidn
an czda unea de las columna cromatogréficas 200. En cual
quier momanto conveniente después de la elucién, se tras
laden los tubos 65 a una disposicién del tipo mostrado
en lé figurs 3, ¥y cada tubo 65, con su contenido 152, se
10 somate a recusnto durante un minuto, como se muestra en

la tabla siguiente.

15

20

11-2-76 .18 -
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TABLA

Tubo correspon Sefig- Microgra
diente a la po les/mi .
gicidn nuto £ =4

o 0 7623 . o\

al’ ot 7468 0

b 1 5398 2

b! 1t 5496 2

o 2 3194 6

¢! 2! 3307 6

d 3 2235 12

al 3! 2325 <12

o 4 . 1299 30

6! 4! 1336 3q‘<£

1 5 4544 4y

1! 5¢ 4408 551

2 6 3009 8,9

21 6! 2956 9,0

3 ) 3919 6y4

3t Tt 4051 6,1

4 8 4092 640

41 8t 3899 694

5 9 3415 T:T >>’

51 9t 3627 T:1

6 10 4500 4,8

6! 10° 4389 592

1 11 4092 6,0

T 11t 3899 6,4

8 12 3225 8,4

g 12¢ 3192 8,2

‘9 13 3501 T4

1 13 4052 610 /

-19 =

Concentraciow
nes “patrén
representados
gréficamente
en la figura 4.

foncentraciones
degsconocidag de
las muestras clf
nicag, determi~

" nadas a partir

de la grdfica de
la figura 4.



Ias concentraciones conocidas de T—4 en micro-
gramos de T-4 por cada 100 ml de muestra de los patrones
a, al.... e, e', fueron representadas grificamente fren-
te a las seiiales obtenidas por minuto para obtener la gri~
.5 fica de la figura 4, utilizando las sefizles medidas en la
{abla correspondientes a las muestras. las conceatracliones
determinadas en la tabla para Jlas ruesbras clinicas se ob-
tuvieron a partir de la grdfica de la figura 4. Lo que si-
gue es una descripcién detallada de los ﬁateriales ¥y pro~-
10 cedimientos del ejemplo descrito anteriormente,

T.~ Sustancia sometida a andlisis.

Muestras clinicas de suero

1T, Materdiales utilizados,

1.= Tiroxina (reserva T~4), fecido libre : nime-
15 ro de catdlogo 2376, Sigm= Chemical Co., St, Louis, Lo,
2.~ Tiroxina™ 1997 (T~4—125): minero de catdlogo
6751 “Tetramet-125", Abbott Labs, North Chicage, Illinois.
3.~ Suero antitiroxina (conejo) : Wien Iabs.,
Succasunma, Hew Jersey,
20 ' 4. Acido’clorhidrico ¢ mimero de catdlogo A-144,
' TFisher Scientifice, New York, New York,
5. Hidréxido sédicoy, 0,1 N : Ndmero éaﬂdlogo 50—
3—276, Pisher Scientifie,
' 6. Barbital sédico : nudmero catdlogo B-22, Fisher
25 ‘Seientific. '

20.5.75 - 20 -
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»

7. Azida sédica : némero catdlogo S~227, Fisher
Scientific,

8, Suero de conejo normal.

9, Acido 8-anilin-l-naftalensulfénico, sal sédi-
ca (ANS) : mimero catdlogo 9041, K&K Iabs, Plainview,; New
York, '

10, Plasma humano alﬁacenado normal ¢ Plasma
Products.

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

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

13, Columnas (para gel cromeiogrdfico) : mdmero
de catdlogo 102/2, Walbter Sarstedt, Inc., Princeton, NJ .
14. Tubos : tubos de ensayd de 12 x 75 mm y de

17 x 100 mm,

1I. Reactivos utilizados.

o

A. Acido elorhidrico 6 N, 1 litro,
B, Tampén de barbital, 0,075 i, »H 8,6; 1 litro.
Se disuelven 15,54 g de barbital sédico y 100 mz

de azida sbdica en 800 ml de agua destilada, Utilizando un
medidor de pH normalizado, se lleva el pH de la solucidén

& 846 mediante la adicién, gota a gota, de HCl 6 N, mezclan—
do el barbital a fondo en toda la wmsa, (Se neceaitan apro-

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



con agua destilada. Dste témpén es utilizable durante un
mes, con refrigeracién,
C. Tampén de barbital y suero de’conejo normal

al 2%, 100 nl

5 Se afiaden 2 ml de suero de conejo normal a 98

nl de tampén de‘barbifal, y se mezcla a fondo, Es utili.-
zable durante 2 semanas con refrigeracidn,

D. Plasma humano exente de tiroxina, 20 ml

Se mezclan a fondo 3 g de carbén vegetal activo-
10 do, con 20 ml de plasma humano almacenado, en un tubo de
centrifuga cénico y desechable, de 50 ml, teniendo cuidado
de que se humedezca todo el carbdén vegetal, Se tapa la mez
cla y se coloca en el refrigerador durante la noche. 41
dfa siguiente, se centrifuga la mezcla a unas 8,000 revo-
15 luciones por minuto, durante 10 minutos. Seguidamente; uti-
lizando una jeringa de 20 ml, provista de un soporte de
filtro Millipore de 25 ml, con un adaptador de Swinnex, se
filtra el lfquido sobrenadante, sucesivamente con (1) pa-
vel de filtro, (2) un filtro de 0,45 micras, (3) wn £iltro
20 de 0,22 micras. Se prepara semanalmente y se refrigera o,
i se congela, es utilizable durante 3 meses, pox lo menos.
E.~ Preparacidén de patrones de tiroxina (T-4)

1, Reserva P-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 complete hasta 10

25 ml con agua destilada. Esta solucién se distribuye en par—
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tes alicuotas en diales de 0,2 nl y se almacena en con-
gelacién durante 3 meses. .
2., Patrones "de trabajo"

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

5 ebiquetan del 1 al 5. Se proparan log patrones de troba-
jo T-4 de acuerdo con el esquema siguiente:
Adicidn de Eliminé Adicién de Concentra-
Tubo tampbén de cidn del reserva .
Ne barbital tanpén Pmdf cidn final
| 1,0 ml 0 micro-~ O micro= 0 micro-
litros litros gramos/ml
10 . ‘
2 1,0 ml 10 micro~ 10 microli 2 micro-
litros tros de gramos/ml
: reserva
P-4 dilui
da 2 3 ve
ces su vo
Jumen
3 " 1,0ml 10 micro- 10 micro- 6 micro-
15 litros litros gramos/ml.
4 1,0ml 20 micro- 50 13 12 micro-
: 20 micro=
litros 1itros gramos/ml
5 1,0 ml 50 micro~ 50 micro- 30 micros
litros litros litros/ml
20 3.~ Patrones reales utilizados.
Se etiquetan del 1 al 5, cinco tubog de ensayo
de 17 x 100 mm; se aiiaden 0,5 ml de plaswma exento de U-4
a cada uno de ellog. Se retiran 50 microlitros del correg
. pondiente patrén "de trabajo" mostrado anteriormente. Se
25 '
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mezcla & fondo, Los resultados finales serdn:

fubo Ne
1

2
3
4
5

sulfénico

e

F, Solucidn de tiroxina I

Ted NENO~

- Dwd nano-  gramos/35
gramos/ml  microlilros
0 0
20 0,7
60 2,1
120 442
300 10,5

1e= Solucidn de ANS

Ted nanogra-
10s/100 ml

0
2
6
12
30

-Congelar en partes allcuotas de 0,5 ml,

Se disuelven 60 mg de decido 8-anilin-l-naftalen

en 10 ml de reactivo C.

2. Solucidén de isétopo

Una celidad minima de Tetramet-125 es 500 micro~

curies. Ia solucidn es utilizable durante 6 semanas, la fe—

cha de expiracidn viene dada en la etiqueta de los laboraw

torios Abbott, Ia actividad, es decir, los microcuries por

mililitro, variard de lote a lote; esta es también indicada

para cada lote en la etiqueta, En 50 microlitros han de afia-

dirse a cada tubo 14.000 seifales por minuto (epm); las

14,000 cpm corresponden aproximadamente a 0,014 microcuries.

Se determinz el nimero total de tubos de ensayo, patrones

¥y muestras desconocidas, se aumenta en un 10% como factor do

seguridad, y se multiplicé el mimero final por 0,014; esto
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es el mimero toftal de microcuries necesario. Seguidamen-
te, se multiplica el mimero total de tubos, incluido el
105 extra, por 50. Esto es el mimero total de mililitros
de ANS necesarios. Se retira el minero de microlitros de
Tetramet~125 correspondiente al mimero de microcuries y
se completa hasta el volumen correcto de ANS.

Se prepara el dfa en que se va a utilizar.

(.~ Reactivo de anbicueryno.

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

IV, Informe.

A. Condiciones de reaccién:

Se mezclanentre si 50 microlitos de solucidn
T~4—12511 35 microlitros de patrdn o de muestra de suero,
¥ 65 microlitros de agua de repogicidn destilada.,

Se afladen, seguidamente, 200 microlitros de
reactivo de anticuerpo. Se deja gue la reaccién transcu-
rra durante 30 minutos & la'temperatura ambiente y a la
primera veloeidad del incubadoxr/separador y, cuando la
valocidad se aumenta hasbta el segundo nivel, se transfioc-
re ¢l volumen de reaccién total a una columna de Sephadex
G-25, fino. El complejo se somets & elucién con 2,0 wl de

tampbén de barbital, El complejo se somete a conteo duran-—

P 25 -



te 1 minuto en un contador de rayos gama,
Cada una de las muestras y de los patrones se
somete & ensayo por duplicado., Los patrones del 1 a8l 5
ocupan 10 pogiciones,
5 B.'Tratamiento de los datos,
Los patrones se representan grdficamente de la
maners siguiente: sefiales por minuto sobre el eje de las
y frente al log. de microgramos/100 ml sobre el eje de
lag x. Los patrones, tal como se han preparado anterior—
10 mente, son: 0, 2, 6, 12, 30 microgramos de tiroxina por
100 ml., Lag muestras desconocidas se determinan a partir
. de la curva patrén, encontrando el valor de los microgra-
' mos de tiroxina por cada 100 ml, que corresponde a las se
fiales de la muestra desconocida,

i5 V. Sustancia a analizar,

Muestras clinicas de sﬁero.

En la realizacién de la presente invencién ilus—~
trade mediante el precedente ejemplo esnecifico, se obtie-
nen ventajas particulares, deteniendo esencialmente la

20 reaccibn formadora del complejo deserita, por separacién
rdpida de los constituyentes de los medios de reaccidn,
en condiciones controladas; on las columnas cromatogrdfi-
cag 200, Para congiderar un caso general, ent el que los

~roaccionantes designados por A y B se colocan en las com

25 vidades interiores y extériores 130 y 140, respectivemen~

te, y se hace que se mezclen ¥ que la reaccidén transcurra

20.5.75 | | - 26 -
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en las cavidades exteriores para producir cantidades
crecientes de un producto de reaccidn ¢, la reaccién
que produce el compuesto C se detiene esencialmente

en las columnas cromatogrdficas recolectoras por se
paracidén de la mezcla de A, B y C en las columnas
cromatogrdficas 200, en sus fases, una de las cuales

se recoge en log tubos 65 y contiéne por 1o menos un
reaccionante, por ejemplo bien sea A o By ¥y adn cuan~
do continde la irotacidn, no se producird mds cantidad
de C, ni, por lo tanto, serd eluida, y el pardmetro

de 1@ fase eluida que ha de ser medida, por ejemplo

la radiactividad, el color, la fluorescencia, la de=
signacién del enzima, se "fijé" al mismo tiempo esenw
cialmente para todas las muestras que estdn siendo ana-
lizadag. Esta realizacidén es particularmente ventajosa
en aplicacioﬁes tales como los ensayos cinéticos que im
plican la determinacién en una muestra de hormonas ti-
roideas, hormonas sexuales, glicésidos cardiacos, vita
minas, antigenos del cdncer, utilizando reactivos patrén
para ensayos de'radioinmqnidad.

Lo qﬁe antecede se entenderd mds completamen—
te con referencia a la figura %(a), la cual representa,
esquemdticamente, un punto en el moménto en que la por
¢ibén que no ha reaccionado de los reaccionantest yB
¥ el producto de reacdién c, han sido transferidos al

gel cromatogrifico 200', pero antes de transferir el clu
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yente al gel cromatogréfico 200!, En estas condicionss A

y B pueden continuar reaccionando y produciendo cantida—
dss adicionales de C, Sin embargo, al transferir eluyen

te al gel cromatogrdfico 200', que se selecciona en es-

5 te caso para que separs el resccionante B junto con el

producto de reaccién C, se separan rdpidamente B y C de

A, en una fase que se desﬁlaza a lo largo del gel cromato
gréfico 200', como se indica en la fipura 5(b), detenién
dosé asl la formacibén de producto de reaccién adicional

10 C. La fasa 152' que comprende las proporciones fijas de
B y C sa transfiere mediante la fuerza centr}fuga, al tu-
bo 65' como se indicd en la figura 5 (e), y el valor fi-
jado del pardmetro de interéds, bien sea 3o B o de C, pue~

~de medirse en debida Iorma.

15 En otras aplicaciones gue implice el procedimien
to de la presents invencion, en las que no es de lmportan
cia esencial detener la reaccidn en el gel cromatografico
200, sstando todas las muestras y los patrones sometidos
esencialmsnte. a lag mismas condiclores de reaccidén y de sg

20 paracibén, el rel cromatografico puzde ser selecciorado de
tal manera que eluya y separe el producto de reaccidén de
los reaccionantos, particularmente en los casos en los que
cualquier formacitén adicional de producto de reaccién en
el gel, y la elucién del miswo, serd compsnsada ubilizando

25 un patrén sometido a un tratamiento simulténeo.

. 11~2-75 : . - 28 -~
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En la prédctica de la presente invencién, el pa
rdmetro de interéds puede ser la radiactividad, como se ha
deserito en particular en lo que antecede, el color, la
fluorescencia o cualquier otra propiedad fisica o quimica
adecuada. Por consiguiénte, en lugar de una disposicidén
de contador de radioactivigdad, se pueden utilizar también
otros dispositivos detectores convencionales conocidos en
la téenica. '

Bn una realizacién adicional do la presente in-
vencién, con referencia a la figura 6, se emplea un disco
510, que tiene una pluralidad de cavidades individuales
5204 en lugar dé un par de cavidades alineadas radialuento
130 y 140, como en el dispositivo de la figura 1. En la
prdctica de la invencidn que utiliza el aparato de la fi-
gura 6, se colocan en las cavidades 520 cantidedes preci-
sas de dos o mds reaccionantes, por ejemplo suero y reac-—
tivo indicados por 525, cavidades en las que tiene lugar
une reaccién para proporcionar un producto de reaccién fi
gicamente separable. La carga de las cavidades 520 puede
ser efectuada pipeteando, como ée ha descrito anteriormen
to. Une o mds de las cavidades 520ﬁpueden ger cargadas con
reacclionantes watrén, de la manera anteriormente descrita,
¥y ol disco 510 asi cargado, puede ser colocado sobre el

“micmbro de soporte 15 de la misma manera que el disco 110
de la figura 1, ¥y hecho girar a una ve;ocidad suficiente
rara hacer que los contenidos de las cavidades 520 sean

transferidos por la fuerza centrifuga a los mediog de se~-

-29 -
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paracién comunicantes 190, A partir de este momento, el
procedimiento transcurre de la miswa manera que se ha deg
crito anteriormente en relacidén con la disposicidn de apza
rato de la figura 1 ¥y un patrén, como se ilustra en la fi
gura 4. En la préctica'de la realizacién precedente, el |
disco 510 que conbiene cavidades 520, puede ser cargado
con reaccionantes, permitiendo que la reaccién transcurra
hesta el equilibrio. Es decir, los discos 510 pueden ser
cargados y guardados duranfe prolongados periodos de tiem
po, por ejemplo durante horas o mds, después de lo cual
los discos 510 pueden ser dispuestos en lugar de los dig
cog 110 en el dispositivo de la figura 1, efectudndose un
engayo como se ha descrito anteriormente, Esta-realiza-
cién puede ser empleada eficazmente con reacciones lentas,
por ejemplo, 'la determinacién de la hormona del crecimien
to humano en el suero de la sangre, las cuales, si se uti
liza la realizmacién de doble cavidad anteriormente descri
ta, entrafiarfan una rotacidn impracticablemente larga, a
las velocidaées nds altas, de, por ejémplo, ung hora o
més. Alternativamente, si los discos 510 se cargan en un
periodo de tiempo tal que paras la reaccidén lenta particu-
lar implicada, puede considerarse en la prdetica que las

reacciones en las diferentes cavidades vnicas han empozu-

" do todas ol mismo tiempo, el disco 510 cargado puede sor

hecho girar y los contenidos de las cavidades 520 ser
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transferidos a los medios de separacidén comunicantes 190,
en cualquier momento en que se haya producido en las ca-
vidades 520 una cantidad mensurable - de constituyente se-
pareble. Este procedimiento es eficaz en los casos en que
cualquie} pérdida de exactitud del emsayo que pudiera ree
sultar de los diferentes tiempos de reaccién en las diveyr
gag cavidades, no sea importante en comparacidén con el
tiempo que se ahorra.

Entre las ventajas particulares éel métodd en
tandem ﬁecénica v quimicamente continuo'de la pregente
invencidén, se incluyen la eliminacidén esencial de inter—
vencién manual o mecdnicd en el curso de la realizacién
de un ensayo, lo que hace minima 1a importancia de va- .
rigbles distintasg de las que son interesantes, y la posi
bilidad de utilizar tiempos de reaccién cortos y de per—
mitir estudios cinéticos simulidneos en condiciones de
tiempo controladas. '

Pare los fines de la presente invencidn, log
constitﬁyen&es regctivos incluyen sustancias que reaccio
nardn quimicamente para pioporcionar un producto de reac
c¢ién quimicamente diferente o productos y, también, sug-
tancias, que se pueden considerar que reaccionan fisica-
mente (por ejemplo, ciertos fendmenos de adsorcién fisi-
ca) para producir uno o mis materiales fisicamente ai-

ferenteg,

- 3] -



El medio de separacién de fases liquidas en
la prdectica de la presente invencién, puedé ser dispo~
gsiciones cromatogrdficas convencionales, por ejemplo,
gue proporcionan una separacidén sobre la base del tama-

5 fio molecular, de los fendmenos de adsorcién fisica, de
la guimisorcidn, de las propiedades de intercambio de
iones, de las afinidades moleculares especificas (cromg
tografia de afinidad) y de otras técnicas conocidas que
ubilizan, por ejemplo, geles, sb6lidos y resinas.

10 Ia presente solicitud, que corresponde a la pre
sentada en Bstados Unidos de América, el 10 de lMayo de
1974, bajo el Ne 468.649, se acoge a los beneficios del
Articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Indusw

trial,
15
* REIVINDICACIONES
20
’ Los puntos de ‘invencidén propia y nueva, que se
25 presentan para que scan objeto de esta solicitud de Pa-

2005075 - 32 -
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tente de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los que
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

18,- Un método pars analizay uns pluralidad
de muestras liquidas que comprende (i) proporcionar un ma-
terial lfquido en una pluralidad de primeras cavidades dis-
puestas de menera sustancialmente circular, (ii) propor-
cionar un material liguido diferente, susceptible de reac-
cionar con dicho material en dichas primeras cavidades,
en una plurelidad de segundas cavidades dispuestas de ma-
nera sustancialmente circular, y (iii) proporcionar una

pluralidad de medios de separaciln de fases liquidas en

ung disposicidn sustancialmente circular, estando dig-

puestas dichas primeras y segundas cavidades y dichos me-
dios de separacibn de feses liquidas de nmanera sustanciale-
nente concénirica alrededor de un eje comin,, estando di-
chos medios de separacién de fases liguidas a una distan-
cia radial superior a la de dichas segundas cavidades y
egstando dichas segundas cavidades a una distancia radial
superior a la de dichas primeras cavidades, estando di-
chos medios de separacidén de fases liquidas en una comu~-
nicacién en t4ndem con una segunda cavidad que estd en
comunicacibn en tdndem con wna primera cavidad; (iv) pro-
vocar la rotacién de dichas cavidades alrededor de di~
cho eje comin para desarrollar una fuerza centrifuga su-

ficiente para hacer que el liquido de dichas primeras ca-

=33~
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vidades sea transferido a dichas segundas cavidades para
que reaccione con dicho 1iquidp,en dichas segundas cavi-
dades y produzca por 1o menos un producto de reaccidn, (v)
provocer subsiguientemenie la rotacién de dichas cavida~
des y de dichos medios de separacidn de fases ligquidas a
une velocidad que desarrolle une fuerza centrifuga sufi-
ciente pare transferir los contenidos de liquido de dichas
segundas cavidades a dichog medios de seﬁaracién de fa-
ses liguidas, (vi) continuar la rotacibn de dichos medios
de separacibn de fases liquidas para desarrollar una fuer-
za centrifuga suficiente para separar el liguido trans-
ferido a ellos en dos fases por lo menos, y (vii) medir,
por lo menos, una propiedad de, por lo menos, uﬁa de ai-
chas fases.

28,~ Un método de acuerdo con la reivindica-
cibén 18, en el que por lo menos uno de dichos materiales
liguidos contiene un constituyente radiactivo y la pro-
piedad medida en la operacién (vii) es la radiactividad.

38,~ Un método de acuerdo con la reivindica-
cibén 12, on el gue la transferencia de los contenidos de
dichas segundas cavidades a dichos medios de separacidn
de fases liguidas, tiene lugar en un momento en el gque
se estdn formando cantidades crecientes de un producto
de reaccidn, por lo menos,

48,~ Un método de acuerdo con la reivindioca-

- 34 -
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eibn 12, en el que por lo menos una de dichas fases separz
das en dichos medios de separacién de fases liquidas, se
transfiere desde dicho medio de separacidn de fases ligui-
das, mediante la fuerza centrifuga desarrcllada por la
rotacién de dichos medios rotatorios. .

| 58,- Un método de acuerdo ocon la reivindicacién
18, en el que por lo menos una de dichas fases separadasg
en dichos medios de separacibn de fases liquidas, se trang
fiere desde dichos medios de separacidn de fases liquidas
a un recipiente en comunicacién con ellos, mediante la
fuerza centrifuga. |

68,~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn

18, en el que se introduce un liquido en, por lo menos,
dichas segundas cavidades subsignientemente a la transfe-
rencia de liquido a dichos medios de separacién de fases
liguidas y durante la rotacibén de los mismos, para provor-

cionar un eluyente en dichos medios de separacidn de fa-

ses liquidas por iransferencia a ellos mediante la fuerza

centrifuga.
78, Un método de acuerdo con la reivindicacidn

48, en el que por 1o menos una de dichas primeras cavida-

des y una de dichas segundas cavidades, contienen materig-
les liguidos, los cuales proporcionan al reaccionar, un
valor definitivo de una propiedad mensurable en por lo

menos una de dichas fases separadas,
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88,~ Un método para analizar una pluralidad
de muestras liquidas, que comprende (i) proporcionar me-

dios rotatorios que tienen, en relacidn rotatoria con

~ellos, una pluralidad de primeras y segundas cavidades,

estando destinada cada una de dichas cavidades a conte-
ner liquido y estando dispuestas dichas cavidades en cO=
nunicacidn una con la otra, de tal manera que al desarro-
llar una fuerza centri{fuga suficiente por la rotacién de
dichos medios rotatorios, el 1iquido de dicha primera co-
vidad ge transfiere a dicha segunda cavidad y, al desarro-
1ller una fuerza centrifuga suficiente por la rotacién de
dichos medios rotatorios, el liquido de dicha segunda ca-
vidaed es transferido fuera de dicha segunda cavidad, (ii)
proporcionar por lo menos un material lfgquido en una plu-
ralidad de dichas primeras cavidades y por 1lo menos un
material liguido diferente en una pluralidad de dichas
segundas cavidades, siendo dichos materiales tales que,
por contacto entre s%, tiene lugar una interaccidén para
proporcionar en dichas segundas cavidades una mezela que
tiene por lo menos un constituyente separable capaz de

ger separado de dicha mezcla por medios de separacilén de
fases liquidas (iii) provocar la rotacién de dicho miembro
rotatorio para desarrollar una fuerza centrifuga suficien-
te.para transferir los contenidos de liquido de dichas

primeras cavidades a las segundas cavidades, para poner
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on contacto los contenidos de liquido de las segundas ca-
vidades para gque proporcionen una mezcla confinada en di-
cha segunda cavidad que conbiene por 1o menos un consti-
tﬁyente separable capaz de ser separado de dicha mezcla
mediante medios de separacibn de fases liquidas (iv) pro~
porcionar medios de geparacidn de fases ligquidas en comu-
nicacién con dichas segundag cavidades y dispuestos de
manora que puedan entrar en rotacibén con ollos y ser so-
metidos a las fuerza centrifuga desarrollada por la rota-
cibn de dichos medios rotatorios, (v) ajustar la veloci-
dad de los medios rotatorios, en un nomento subsiguiente
a la formacibn de dicho constituyente separable en dichas
segundes cavidades, hasta ol grado de gque se proporcione
alll una fuerza centrifuga suficiente para transferir la
megzels de dichas segundas cavidades a dichos medios de se~
paracidén de fases liquidas, (vi) continuar la rotacién de
dichos medios rotatorios para proporcionar una fuerza cen-
trifuga que actie sobre la mezcla transferida a dichos me-
dios de separaéién de fases liquidas, suficiente para ha~
cer que dicha mezcla sea separada en dos fdses por lo menos
conteniendo unz de dichas fases por lo menos ﬁno de dichos

constituyenfes separables de dicha mezcla, y (vil) medir

por lo menos una propiedad de dicha fase que contiene por

1o menos uno de dichos constituyentes separables,

92, Un método de acuerdo con la reivindicacién
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82, en el que (1) por lo menos uno de dichos materiales
1{quidos proporcionados en dicha primera cavidad, contie-
ne por lo menos un constituyente reactivo; (ii) por lo me-
nos uno de dichos materiales 1lfquidos proporcionados en
dicha segunda cavidad, contiene por lo menos un constitu~
yente reactivo, (iii) dichos constituyentes reactivos, .
por transferencia de los contenidos liguidos de dicha pri-
mera cavidad, proceden a reaccionar en dicha segunda cavi-
dad con formacibn de un producte de reaccidn, (iv) unz por

lo menos de dichas dos fases separadas en dichos mediog de

- geparacibn de fases liquidas contiene sustancialmente la

totalidad de por lo menos uno, pero no todos, de dichos
constituyentes reactivos de dicha mezcla transierida a
dichos medios de separacibn de fases lfquidas.

108,~ Un método de acuerdo con la reivindicacién
88, en el que por lo menos uno de dichos lfguidos contie-
ne un constituyente radiactivo y la propiedad medida en la
operacidn (vii) es la radiactividad.

.

118.~ Un método de acuerdo con la reivindicacién

98, en el que por lo menos uno de dichos constituyentes

susceptibles de reaccionar es radiocactivo, .
128,~ Un nétodo de acuerdo con la reivindicacidn

98, en el que la transferencia de los contenidos de la

seguﬁda cavidad a dichos medios de separacidén de fases

1fquidas, tiene lugar en un momento en el que los cons-
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tituyentes resotivos estdn reaccionando con formacidn de

-cantidades crecientes de producto de reaceidn,

138,~ Un método de acuerdo con la reivindica-
cidn 88, en el que por lo menos una de dichas fases se-
paradas cn dichos medios de separacibn de foses liquidas,
es transferida desde dichos ﬁedios de meparacibn de fo-
ges liguidas, por la fuerza centrifugs desarrollada por
la rotacibn de dichog mediog rotatorios,

148,- Un método de acuerdo con la reivindica-
cién 88, en el que por lo menos una de dichas fases se-
paradas on dichos medios de separacién de fases ligquidas,
es transferida desde dichos medios do separaciln de fa-

ses liquidas a un recipiente en comunicacién con ellos, por

‘la fuerza centrifuga desarrollada por la rotacibn de di-

chos medios robtatorios.

158,~ Un método de acuerdo con la reivindicacién
148, en el que dicha fase transferida a dicho recipiente

es radiactiva,.

0

162.,~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn
148, en el que se mide por lo menos una propiedad de Qi
cha fase transferida a dicho recipiente.

178+~ Un método de acuerdo con la reivindicacién
82, en el que por 1o menos una de dichas primeras cavida~
des y una de dichas segundas cavidades conbiene materia-

les liguidos que proporcionan al reaccionar un valor de-
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~ finitivo de una propiedad mensurable en, por lo menos,

wa de dichas fases sgeparadas.

188,~ Un mé%odo de acuerdo con la reivindi-

" cacidén 83, en el que se introduce un liquido en-por lo

menog dichas segundas cavidades, subsiguientemente a
la fransferencia de liquido 4 dichos medios de separa-~
cidn de fases ligquidas, y durante la rotacidn de los
mismos, para proporcionar un eluyente en dichos medios
de separacibn de fases liquidas, por transferencia a
ellos mediante la fuerma centrifuga. '

192,~ Un método pars analizar una plurali-

.« dad de muestras ligquidas.

Tal y como se ha descrito en la ilemoria que
antecede, representado en los dibujos que se acompafian
¥ para log fines que se han especificado,

Esta Memoria congta de cuarenta hojas escri-

tas a mdguina por una sola cara,

. Hadrid, 1121975
‘P.A,

Atberto de Elzabury
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