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La presente invención está dedicada al ensayo o 
análisis de flúidos. Kás en particular, la presente inven 
ción está dedicada a la determinación de la concentración 
de una sustancia en una muestra flúida, por ejemplo, suero, 

haciendo reaccionar una muestra flúida con uno o más reac­

tivos y separando, por centrifugación, los constituyentes 
de reacción para obtener, con exactitud, una indicación de 

la concentración de la sustancia de interés.

En el análisis de flúidos, por ejemplo de suero, 
es impotante, frecuentemente, determinar en una muestra 
flúida, la concentración de sustancias, tales como hormo­

nas tiroideas, hormonas sexuales, glicósidos cardiacos, vi 

taminas y antigenos del cáncer. Además, es extremadamente 
importante que tales concentraciones se determinen con exac 
titud y con rapidez.

Las técnicas anteriores comprendían largas opera 
ciones individuales de mezclado, reacción, separación y aie 
dición.

Es un objeto de la presente invención, proporcio 
nar un método para determinar rápida y exactamente, la con 
centración de substancias en flúidos.

Otros objetos resultarán evidentes de la siguíen 
te memoria descriptiva y reivindicaciones tomadas conjun­
tamente con los dibujos, en los que

la figura 1 es una vista en alzado lateral de un
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' aparato adecuado para ser utilizado en la práctica de una 

realización de la presente invención,

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

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

la .figura 3 es una representación algo esquemáti 

ca de una disposición d̂ e medición para ser utilizada de 
acuerdo con la presente invención,

- 10 la figura 4 es una representación de una gráfi­

i
ca del tipo que puede ser utilizado como norma do referen 

cia dé acuerdo con la presente invención,
las figuras 5(a), (b) y (c) ilustran esquemáti­

camente el funcionamiento de los medios de separación de

"15 fases liquidas en una realización particular de la presen 
te invención, y

las figuras 6 y 6(a) son vistas parciales, en 
planta y en alzado lateral, del aparato adecuado para ser 
utilizado en una realización adicional de la presente in­

20 vención.
Un método de acuerdo con una realización parti­

cular de la presente invención para ensayar una multipli­
cidad de muestras liquidas, comprende (i) hacer reaccionar 

por lo menos dos materiales líquidos en una multiplicidad

25 de cavidades, (ii) disponer medios de separación de fases

*
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liquidas en comunicación con dichas cavidades, (iii) someter 
las cavidades y los medios de separación de fases liquidas 

a una fuerza centrifuga suficiente para transferir el conte- 
. nido liquido de las cavidades a los medios de separación de

5 fases liquidas comunicantes y para permitir la separación 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 invención se entenderá más completamon 
te, con referencia a los dibujos, en los que la figura 1 mués 

10 tra un aparato adecuado para ser utilizado en la práctica de 
la presente invención, que comprende un miembro de soporte 15 

rotatorio fijado al eje 2C destinado a ser accionado por el 
'motor 30 que está acoplado al eje 20 como se indica en 18 en 
un margen de velocidades. Los miembros anteriormente mehcio- 

15 nados están soportados por la placa de base 40 y encerrados
dentro de una envolvente 50, que está provista de una tapa 60 

que puede ser retirada. El anillo 70 está,unido de manera se­
parable al miembro rotatorio 15 y es portador de una multi­
plicidad de tubos separables 65, que están engranados con el 

20 anilló 70 por medio de disposiciones 80 de asiento de rótula, 
tales que los tubos se pueden mover libremente desde la posi­
ción de reposo 90 hasta la posición de rotación 100 por ro­

tación adecuada del miembro 15. El disco 110 está montado de 

manera separable sobre el miembro 15 y en coincidencia sobre 
25 él por medio del pasador 112, de tal manera ^ue, con referen

11-2-76 -  4  -
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cia a la figura 2, cada fila' 120 de cavidades 130 y l',0 ra­

dialmente alineadas, están en alineación substancial con un 

tubo 65. Los tubos 65 están ligeramente desplazados desde la 
alineación radial exacta con las cavidades 130 y 140 opues­
tas, para compensar la inercia del liquido durante la trans 
feroncia a los tubos 65, pudiendo sor determinado y ajusta­
do rutinariamente este desplazamiento para un aparato dado.

A titulo de descripción general, en la práctica 

de la presente invención, por ejemplo cón el fin de obte­
ner la concentración de una sustancia en muestras de' sue­

ro o de sustancias similares al suero, una cantidad preci­
sa de reactivo 150 se dispone en las cavidades 130 y una 

cantidad precisa de suero 160 se dispone en las cavidades 
140, siendo el reactivo tal que reaccione con la sustan­

cia de la muestra, cuya concentración se busca, para pro­

ducir un producto de reacción físicamente separable. Las 
cavidades 130 y 140 pueden ser, por lo tanto, cargas me­
diante pipeteado manual o mediante el uso del aparato des­
crito en la patente de Estados Unidos numero 3.801.283, de 
3. Shapiro y 2. Picunkb, expedida el 2 de Abril de 1974.
51 motor 30 se aceitara hasta una primera velocidad, de tal 
modo que la fuerza centrifuga desarrollada provoque que el 
reactivo 150 de las cavidades 130 sea transferido a las 
cavidades 140 y se mezcle y reaccione con las muestras 160 

de las cavidades 140. La velocidad del motor 30 se regula



de tal modo que el contenido de las cavidades 140 no sea 
forzado a salir de las cavidades 140 por la íuerza cen­
trifuga. SI reactivo 150 y las muestras 16C reaccionan en 
las cavidades 140 y, con el tiempo, se forma en las cavi­
dades 140 una cantidad creciente de producto de reacción 

y, finalmente, se producirla una condición de equilibrio 

y, aí cabo de este tiempo, se podría efectuar un análi­
sis del contenido de las cavidades 140, para determinar 
mediante técnicas conocidas la concentración de la subs­

tancia existente en las muestras 160. ral práctica serla, 
sin embargo, tediosa en el mejor caso y exigirla un proion 
gado periodo de tiempo, basta de una Lora o más para mû - 
ohas aplicaciones. En la práctica de la presente invención, 
sin embargo, no es necesario que la reacción en las cavida 

des 1'40 transcurra hasta al equilibrio, sino solamente que 
se produzca en las cavidades 140 una cantidad mensurable 
de producto de reacción o que varíen las cantidades do los 

. reaccionantes, tras lo cual se aumenta la velocidad del mo 
tor 30 hasta aquélla para la que el contenido de las caví 
^ades 14C es transferido por la fuerza centrifuga por los 
canales 700 a los dispositivos 190 de medios de separación 
de fases liquidas, que se muestran como columnas de gel 

cromatográfioo 200 contenidas en envolventes 210 de vi­
drio aciertas por la parte superior, que están asentadas 

de manera separable en los tubos 65. El material liquido



en contacto con las columnas de nal 200 se separa croma- 

tográficamente en ellas por aplicación a ellas de un elu 

yente. Esto se efectúa con el aparato de la figura 1 , dis 
tribuyendo una corriente de un líquido adecuado, por ejem 

pío una solución tampón, desde el depósito 222, por me­

dio de la bomba 220 de eluyente, a través del conducto 

230 y del distribuidor 240, en las cavidades 130, inme­
diatamente después de que los contenidos 160 de las cavida 

des 140 son transferidos a las columnas de gel 200. Con 
referencia a la figura 1 , la bomba 220 es accionado por 

medio de una disposición reguladora de tiempo 212 conven­

cional en un momento conveniente, por ejemplo 15 segundos, 
después de que se ha alcanzado la segunda velocidad más 
rápida. La bomba' 220 proporciona un caudal fijo de eluyen 

te durante un periodo de tiempo fijó y la cantidad total 

de eluyente es automáticamente dividida entre las-cavida­

des 130. El eluyente es transferido a las columnas de gel 
200 mediante la fuerza centrífuga, pasando por las envida, 
des 130 y 140. Al transferir eluyente a las columnas de 
gel 200, la fuerza centrifuga provoca la separación cro- 

matográfica de los constituyentes del líquido transferido 
desde las cavidades 140. Con una selección apropiada de la 
columna de gel 200, y con referencia al procedimiento ilus 
trativo expuesto aquí en lo que sigue, uno de los constitu 
yentes de la reacción existente en el material de la co-



lumna de gel puede ser separado rápidamente mediante elu­
ción y transferido por la tuerza centrifuga a través de las 

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

muestra en 152. En el caso en que uno de los reaccionantes 

empleados sea radioactivo, cada uno de los tubos 65 se pue 
da retirar del anillo 70, pudiéndose .nadir la radioactivi­
dad de su contenido 152, utilizando la disposición conven­

cional da la figura 3, que comprende un detector de rayos 

gamma 230, por ejemplo, una combinación de tubo fotomultipli 
cador/cristal de yoduro de sodio, un amplificador 240, un 

analizador de altura de impulsos 245, un contador 250 y un 
dispositivo visualizador 260, por ejemplo, una impresora nu 

nérica o digital. Las señales asi obtenidas para cada tubo 

65 pueden ser relacionadas con la concentración amístente 
en la muestra de la sustancia de interés, mediante cálculo 

o mediante comparación con un patrón.
Como se muestra en la realización particular da 

la figura 2(a), una cavidad 13C de la hilera interior coau 
nica con la cavidad 140 de la hilera exterior, con la cual 
está alineada, mediante un medio de paso .similar a una cu­

beta o depresión, indioado por 500, el cual está formado por 
las superficies laterales y por la superficie del fondo as­

cendente da una cavidad interior 130. Con una rotación y 
fuerza centrifuga suficientes, el liquido existente en la 

cavidad 13C rebosa por la pafte elevada 800 a una cavidad



140.exterior y alineada con ella. Asimismo, una cavidad 14C 
de la hilera exterior comunica con un medio de separación 

de fases liquidas 190 (no mostrado en la Figura 2a), el 

cual sstááLineado con ella, mediante un atedio alargado si 

milar a una cubeta o depresión, indicado por 600, el cual 

está formado por las superficies laterales y la superficie 
de fondo ascendente de una cavidad exterior 140 y un canal 
700. Con una rotación y fuerza centrifuga suficientes, el 
liquido existente en una cavidad exterior. 140 rebosa y es 
transferido a un medio de separación alineado con ella. Sin 
embargo, la pendiente 145 de las cavidades exterioras 140 

es más pronunciada que las pendientes 147 de las cavidades 
interiores 130 como se muestra en la Figura 1 de.tal modo 
que el liquido quedará confinado en la cavidad exterior 

140, formando la porción realzada 600 una barrera, similar 

a un dique, hasta que se aplica una fuerza centrifuga au­
mentada que es mayor que la fuerza centrifuga requerida 
para hacer rebosar al liquido desde una cavidad interior 

130 a una cavidad exterior 140. .

En la práctica de la presente invención, como 

se ha descrito anteriormente, es posible, teóricamente, 
para hna reacción dada y para concentraciones particula- 
.res dadas de reaccionantes, calcular la concentración de 
un producto de reacción, o de un reaccionante, en un mo­
mento dado, despuás de iniciada la reacción, obteniendo-



se una representación gráfica de concentración frente 
al tiempo, con respecto a la cual se pueden comparar las 

concentraciones medidas en momentos particulares. Para 
un caso sencillo el procedimiento puede ser el siguien­
te:

Para una reacción hipotética, bimolecular, 

irreversible, A + B---^ C, en la que se mezclan concen­
traciones iguales de A y B en el momento t = 0, y sien­
do en el momento t= 0 la concentración de C = 0, puede 

demostrarse que la concentración en cualquier momento 
- posterior a t = ), viene dada por:

C = A o ^ t  

1 + AoIC¡t

en la que:
Ao es la concentración inicial de los reaccio­

nantes A y B.
K̂ =sA. (-Ea/RT) : ecuación de Arrhenius, en la 

que A es el factor de frecuencia, Ea es la energía de 

activación de la reacción, T es la temperatura de la 

reacción y R es la oonstante universal de los gases.

Con este cálculo y con una representación grá­
fica derivada de él, para la reacción dada, la concentra 
ción medida después de-un tiempo de reacción relativamen 

te corto, podría ser convertida rutinariamente en la con-



centración o nivel total de la sustancia de interós.

En una realización particular de la presente 

invención, se utiliza un patrón que evita el inconvenien­

te del cálculo aproximado anteriormente descrito. En esta 
realización, con referencia a las figuras 1 y 2, un pro­

cedimiento general ilustrativo de esta realización consis­

te en colocar un anticuerpo, en calidad de uno de los reac­

cionantes, en las cavidades máá interiores 130 del disco 
110, colocando las muestras de suero que contienen una can­
tidad desconocida de una sustancia, 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 rápidamente hasta una primera ve­

locidad de rotación, en el curso de la cual se hace que 
el anticuerpo reaccionante se traslade desde las cavidades 
interiores 130, por la fuerza centrifuga, hasta las cavida­
des exteriores 140, en las cuales se mezclan y reaccionan 
el anticuerpo y el T-4. En el curso de la reacción, el T-4 

de las muestras de suero es desplazado de su portador y que­

da libre.para compétir con el reactivo T-4 marcado con isó­
topos radioactivos, por un ndmero limitado de puntos de en­
láce sobre el anticuerpo reaccionante. En cualquier momen­

to despuós del mezclado y durante el transcurso de la reac­

ción en las cavidades 140, la proporción del reactivo T-4 
marcado oon isótopos radiactivos combinada con el anticuer-
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po, respecto del reactivo T-4 marcado con isótopos radiac- - 

tivos libre en las cavidades 140% proporciona una medida 

de la concentración inicial de reactivo T-4 en las mues­

tras de suero. Por lo tanto, cuando la reacción ha trans­

currido a la velocidad inicial durante un corto tiempo su­
ficiente para proporcionar datos de señales radiactivas 

significativos y mucho antes de que se alcance el equili­

brio de la reacción, áe aumenta la rotación del disco 110 

hasta un valor superior, para el cual los contenidos de 

las cavidades exteriores 140 son impulsados por la fuerza 
centrifuga a entrar en los medios de separación 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 anticuerpo que no ha 
reaccionado, a travós de los medios de separación 200 sien­

do absorbido por los medios de separación 200 el reactivo 
T-4 que no ha formado complejo (tanto radiactivo, como no 
radiactivo).

Este heoho detiene la reacción formadora de com­

plejo, al eliminar por lo menos uno de los reaccionantes 

(el anticuerpo) del medio de reacción (columnas de gel 20C) 
y, por consiguiente, una señal de la radiactividad del com­
plejo separado de anticuerpo y reactivo T-4, comparada con 
un patrón, proporciona una medida del contenido inicial de 

reactivo T-4 de la muestra que se está ensayando. El pa—

20.5.75 12 -
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trón puede ser preparado mediante el uso de suero o de 

materiales similares al suero, de concentraciones de 

reactivo T-4 conocidas, pero diferentes, y utilizando 

las mismas condiciones de reacción que para las muestras 

de ensayo anteriormente mencionadas, representando gráfi­

camente las señales radiactivas (o proporción de señales) 

obtenidas para cada material frente a su concentración 
conocida de reactivo T-4. En una práctica preferida, los 

materiales "patrón" se colocan en cavidades apropiadas 

140 en el mismo disco 110 utilizado para las,muestras de 

ensayo de concentración de reactivo T-4 desconocida, obte­
niéndose concurrentemente los datos patrón y los datos de 
ensayo.

La figura 4# que está relacionada directamente 
con el ejemplo especifico presentado aquí en lo que sigue, 

ilustra una gráfica patrón que puede obtenerse para ser 
utilizada de la manera precedente y que muestra las seña­

les radiactivas por minuto obtenidas utilizando materiales 

de partida "patrón" que contienen una, cantidad conocida 
de reactivo T-4. A titulo de ejemplo, la figura 4 indica, 
para las condiciones particulares empleadas, que cuando 
se obtiene una señal de 4.000 con una muestra de suero de 

ensayo que se lia hecho reaccionar concurrentemente oon 

los materiales "patrón", la concentración inicial de reac­
tivo T-4 en una muestra de suero es de 6,2 microgramos de

20.5.75 -  13  -
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reactivo T-4- por cada 100 mi de muestra. Como es natural, 

se entiende que en la práctica de la presente invención 

se emplean cantidades de reaccionantes apropiadas y con­
troladas con precisión, y que la presente invención es 

aplicable, generalmente, a todas las reacciones liquido- 

líquido, particularmente a aquellas empleadas en las téc­
nicas de ensayos clínicos bien conocidas para el suero 

sanguíneo o para materiales similares al suero, utilizan­

do reactivos conocidos én la técnica.

10 El método de la presente invención es particu­

larmente aplicable para el ensayo de una amplia gama de 
moléculas fisiológicamente importantes, por ejemplo, como 

las descritas en la revista Clinical Chemistry, volumen 

19, NS 2, 1973 (artículo de D. S. Kelley, L. P. Brown y
15 P.K. Besch, en la página 146).

El siguiente ejemplo ilustrará adicionalmente la 
presente invención.

20

EJEMPLO

Muestras de suero clínicas fueron analizadas pa­

ra determinar la concentración de tiroxina (T-4) conteni­

da en ellas, utilizando un aparato del tipo ilustrado en 

las figuras 1, 2, y 3, y una curva patrón como la mostra- 
 ̂da en la figura 4* Nüeve muestras clínicas de suero de

25 concentración de T-4 desconocida, por duplicado, y cinco

20.5.75 - 14 -



soluciones "patrón", cada una de ellas de diferentes con­

centraciones de T-4, pero conocidas, por duplicado, fue­

ron sometidas a ensayo simultáneamente. Este se efectuó 

cargando dos cavidades exteriores 140 del disco 110, con 
35 microlitos cada una, de una muestra clínica particular 

de suero, cargando, por lo tanto, 18 cavidades exteriores 
designadas convenientemente en la figura 2 por 1, 1 ';

2, 2'; 3) 3'; ..... 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 "patrón" 

cargando, por lo tanto, 10 cavidades exteriores 140 desig­

nadas convenientemente en la figura 2 por a, a'; b, b';

....  e, e'. Las concentraciones de T-4 en las soluciones
"patrón" preparadas como se describe aquí en lo que sigue, 
fueron las siguientes:

Patrón T-4 (microaramos/100 mi)

b

d

e

a

c

O

2

6

12

30

En el curso de la carga de las cavidades exteriores como 
se ha descrito anteriormente, cada una de las cantidades 

de 35 microlitos fue mezclada con 65 microlitos de agua



destilada. Adicionalmente, a cada ana de las cavidades 

exteriores 140 cardada como se ha descrito anteriormen 
te, se añadieron 50 microlitos de ana solueión radiaci 

va f-4- *̂I (preparada como se describe en lo que sigue).
Oada una do las cavidades anteriores 10, 10'... 90, 90' 
y A, A'.... E,E' fueron cargadas con reactivo de .-mrti- 

cuerpo (descrito en lo que sigue). El disco 110 cargado 
como se ha descrito anterior ¡tenia, se aceleró rápidamen 

te en el aparato de la figura 1 , hasta una primera velo 
cidad tal que los contenidos de las cavidades interio­
res 1C,10'.... 90,90' y A,A'.... E,9 ' fueron transferi­
dos, en el espacio de unos 3 segundos, debido a la fuer 
za centrifuga, a las respectivas cavidades exteriores co 
munienntes 1 , 1 '.... 9, 9' ya, a'.... o, e', en las que 
comenzó la reacción y transcurrió durante 30 minutos.

T, 4- -Al! --- __X -t n * T,-*-4

...^

4

* 4

Una vez transcurridos treinta minutos, so acole 
ró rápidamente la velocidad da rotación del disco 110 has 
ta una segunda velocidad, y la fuerza centrifuga desarro­
llaba provocó que los contenidos de las cavidades 1 , 1 ' 

.... 9, 9' ya, a' ... e, e' fueran transferidos a las 
respectivas columnas cromatográficas comunicantes 200.

- 16 -
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Quince segundos después de la aceleración del disco 110 

hasta esta segunda velocidad, se puso en funcionamiento 

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

mediante una disposición reguladora de tiempo 212 conven 
cional para distribuir 2 mi de solución tampón (descri­
ta aquí en lo que sigue) 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 mi dis­
tribuyendo 30 mi por minuto durante 2 minutos, siendo 
"dividido" el caudal total por las treinta cavidades, en 

2 mi por cavidad. La fuerza centrifuga hace que la solu­
ción asi añadida por medio del distribuidor 240, sea trans 
ferida desde las cavidades 10, 10'.... 90, 90' y A, A'.... 

E, E' a las cavidades 1, 1'... 9* 9' y a, a'.... e, e' y 
a las respectivas columnas cromatográficas 200, en las 

que los reaccionantes y los productos de reacción son so 
metidos a una elución debida a la fuerza centrifuga de­
sarrollada por la rotación que actúa sobre el eluyente y, 

como resultado, el complejo de anticuerpo y T-4 (que cog 
tiene tanto el T-4 radiactivo como el no radiactivo) jun 
te oon el anticuerpo que no ha reaccionado, son rápida­
mente eluldos, por ejemplo on el espacio de un minuto, 
desde las columnas cromatográficas individuales 200 y, a 
causa de la fuerza centrifuga, son impulsados a los tubos 
65, como se indica en 152 en las figuras 1 y 2. La solu-

- 17



cióh de T-4- "̂ 1 y los componentes del suero de bajo pê

so molecular permanecen en las columnas cromatográficas 
200. En el presente ejemplo, por separación del anticuar 

po mediante elución, la reacción anteriormente indicada 

5 se detiene esencialmente en el momento de la separación

en cada una de las columna cromatográficas 200. En cual 
quier momento conveniente después de la elución, se traŝ  

ladán los tubos 65 a una disposición del tipo mostrado 

en la figura 3, y cada tubo 65, con su contenido 152, se 

10 somete a recuento durante un minuto, como se muestra en

125

la tabla siguiente.

11- 2-76 -  18 -



TABLA

Tubo correspon SeHa- 
diente a la pjo les/mi 
sición ñuto

Hicrogra 
mos % T^

5

10

15

20

25

a 0 7623
a' 0' 7468
b 1 5398
b' 1 * 5496

0 2 3194
c' 2' 3307
d 3 2235
a' 3' 2325
e 4 . 1299
e' 4' 1336
1 5 4544
1 ' 5' 4408
2 6 3009
2' 6' 2956
3 7 3919
3' Y , . 4051
4 8 4092
4' 8' 3899
5 9 3415
5' 9' 3627
6 10 4500
6' 10' 4389
7 11 4092
7' 1 1' 3899
8 12 3225
8' 12' 3192
9 13 3501
9' 13' 4052

12
30
30
4
5,1 
8,9
9.0
6.4
6.1 
6,0
6.4
7.7
7.1
4.8
5.2
6,0
6.4
8.4
8.2
7.4
6, ^ y

>

Concentracio­
nes "patrón" 
representados 
gráficamente 
en la figura 4.

Concentraciones 
desconocidas de 
las muestras cli 
nicas, determi-"* 
nadas a partir 
de la gráfica de 
la figura 4*
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Las concentraciones conocidas de T-4 en micro- 
gramos de T-4 por cada 100 mi de muestra de los patrones 
a, a'.... e, e', fueron representadas gráficamente fren­
te a las señales obtenidas por minuto para obtener la grá- 

5 fica de la figura 4t utilizando las señales medidas en la

tabla correspondientes a las muestras. Las concentraciones 

determinadas en la tabla para las muestras clínicas se ob­
tuvieron a partir de la gráfica de la figura 4. Lo que si­

gue es una descripción detallada de los materiales y pro- 
10 cedimientos del ejemplo descrito anteriormente.

I. - Sustancia sometida a análisis.
Maestras clínicas de suero

II. I&teriales utilizados.

1. - Tiroxina (reserva T-4)t ácido libre : núme-
1$ ro de catálogo 2376, Sigma Chemical Co., St. Louis, Ho.

2. - Tiroxina**^I (T-4- ^ ) :  número de catálogo 
6751 "Tetramet-125", Abbott Labs, North Chicago, Illinois.

3. - Suero antitiroxina (conejo) : Wien Labs., 
Succasunna, New Jersey.

20 4. Acido'clorhídrico' : número de catálogo A-144,
Fisher Scientific, New York, New York.

5* Hidróxido sódico, 0,1 N : Número catálogo S0- 
-S-276, Fisher Scientific.

6. Barbital sódico : número catálogo B-22, Fisher 
25 Scientific.
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7. Azida sódica : número catálogo S-227, Fisher

5

10

15

20

25

Scientific.

8. Suero de conejo normal.

9. Acido 8-anilin-1-naftalensulfónico, sal sódi­
ca (ANS) : número catálogo 9041. K&K Labs. Plainview, New 
York.

10. Plasma humano almacenado normal : Plasma
Products.

11. Carbón vegetal activado : Darco G-60, Hathecon, 
Coleman & Bell, Rutherford, New Jersey.

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

13. Columnas (para gel cromatográfico) : número 
de catálogo 102/2, Y/alter Sarstedt, Inc., Princeton, N.J.

14* Tubos : tubos de ensayó de 12 x 75 mm y de 
17 x 100 mm.

III. Reactivos utilizados.
A. Acido clorhídrico 6 N, 1 litro.

B. Tampón de barbital. 0,075 M, pH 8,6; 1 litro.
Se disuelven 15.54 g de barbital sódico y 100 mg

de azida sódica en 800 mi de agua destilada. Utilizando un 
medidor de pH normalizado, se lleva el pH de la solución 
a 8,6 mediante la adición, gota a gota, de HC1 6 N, mezclan­
do el barbital a fondo en toda la masa. (Se necesitan apro­
ximadamente 2 mi de HC1 6 N). Se completa hasta 1 litro
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con agua destilada. Este tampón es utilizable durante un 
mes, con refrigeración.

C. Tampón de barbital y suero de conejo normal 
al 2%. 100 mi

Se añaden 2 mi de suero de conejo normal a 98 

mi de tampón de barbital, y se mezcla a fondo. Es utili­

zable durante 2 semanas con refrigeración.
D. Plasma humano exento de tiroxina, 20 mi

Se mezclan a fondo 3 g de carbón vegetal activa­

do, con 20 mi de plasma humano almacenado, en un tubo de 
centrifuga cónico y desechable, de 50 mi, teniendo cuidado 
de que se humedezca todo el carbón vegetal. Se tapa la mes 

cía y se coloca en el refrigerador durante la noche. Al 
día siguiente, se centrifuga la mezcla a unas 8.000 revo­
luciones por minuto, durante 10 minutos. Seguidamente, uti­
lizando una jeringa de 20 mi, provista de un soporte de 
filtro Millipore de 25 mi, con un adaptador de Swinnex, se 
filtra el liquido sobrenadante, sucesivamente con (1) pa­
pel de filtro, (2) un filtro de 0,45 mieras, (3) un filtro 
de 0,22 mieras. Se prepara semanalmente y se refrigera o, 

si se congela, es utilizable durante 3 meses, por lo menos.
E. - Preparación de patrones de tiroxina (T-4)
1. Reserva T-4 (0,6 mg/Snl).

Se disuelven 6,00 mg de reserva T-4 en un volu­
men mínimo de hidróxido sódico 0,1 N. Se completa hasta 10 
mi con agua destilada. Esta solución se distribuye en par-



tes alícuotas en diales de 0,2 mi y se almacena en con­

gelación durante 3 meses.
2. Patrones "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

jo T-4 de acuerdo con el esquema siguiente:
Adición de 

Tubo tampón de 
NS barbital

Elimina 
ción del 
tamnón

Adición de
reserva
T-4

Concentra­
ción final

1 1,0 mi 0 micro- 
litros

0 micro- 
litros

0 micro- 
gramos/ml

2 1,0 mi 10 micro- 
litros

10 microli 
tros de 
reserva 
T-4 diluí 
da a 3 ve 
oes su vo 
lumen *"

2 micro- 
gramos/ml

3 1,0 mi 10 micro- 
litros

10 micro- 
litros

6 micro- 
gramos/tnl

4 1,0 mi 20 micro- 
litros 20 micro- 

litros
12 micro- 

gramos/ml

5 1,0 mi 50 micro- 
litros

50 micro- 
litros

30 micro- 
litros/ml

3.- Patrones reales utilizados.

Se etiquetan del 1 al 5* cinco tubos de ensayo 
de 17 x 100 mm} se añaden 0,5 mi de plasma exento de T-4 
a cada uno de ellos. Se retiran 50 microlitros del correa 
pondiente patrón "de trabajo" mostrado anteriormente. Se



mezcla a fondo . Los resultados finales serán:

Tubo NB
T-4 nano- 
pramos/ml

T-4 nano- 
gramos/35 
microlitros

T-4 nanogra- 
mos/100 mi

1 a 0 0 0

2 b 20 o,7 2

3 c 60 2,1 6

4 d 120 4 ,2 12

5 e 300 10,5 30

Congelar en partes alícuotas de 0,5 mi.

F. Solución de tiroxina 1^ ^

1 Solución de ANS
Se disuelven 60 mg de ácido 8-anilin-1-naftalen 

sulfónico en 10 mi de reactivo C.

2. Solución de isótopo
Una calidad mínima de Tetramet-125 es 500 micro- 

curies. La solución es utilizadle durante 6 semanas, La fe­
cha de expiración viene dada en la etiqueta de los labora­

torios Abbott. La actividad, es decir, los microcuries por 
mililitro, variará de lote a lote; esta es también indicada 
para cada lote en la etiqueta. En 50 microlitros han de aña­
dirse a cada tubo 14.000 señales por minuto (cpm); las 

14*000 cpm corresponden aproximadamente a 0,014 microcuries. 
Se determina el número total de tubos de ensayo, patrones 
y muestras desconocidas, se aumenta en un 10% como factor do 

seguridad, y se multiplica el número final por 0,014; esto



es el número total de microcuries necesario. Seguidamen­

te, se multiplica el número total de tubos, incluido el 

10% extra, por 50. Esto es el número total de mililitros 

de ANS necesarios. Se retira el número de microlitros de 
Tetramet-125 correspondiente al número de microcuries y 
se completa hasta el volumen correcto de ANS.

Se prepara el día en que se va a utilizar.

G.- Reactivo de anticuerpo.

El anticuerpo procede del Wien Labs, liofiliza- 
do en viales etiquetados como "100 Test". Cada vial se 
reconstituye con 14*0 mi de reactivo 0. Es utilizable du­

rante 2 semanas, con refrigeración.
IV. Informe.

A. Condiciones de reacción:
Se mezclan entre sí 50 microlitos de solución 

125T-4- I* 35 microlitros de patrón o de muestra de suero, 

y 65 microlitros de agua de reposición destilada.

Se añaden, seguidamente, 200 microlitros de 
reactivo de anticuerpo. Se deja que la reacción transcu­
rra durante 30 minutos a la temperatura ambiente y a la 

primera velocidad del Incubador/separador y, cuando la 
velocidad se aumenta hasta el segundo nivel* se transfie­
re el volumen de reacción total a una columna de Sephadex 
0-25* fino. El complejo se somete a elución con 2,0 mi de 
tampón de barbital. El complejo se somete a conteo duran-



te 1 minuto en un contador de rayos gamma.

Cada una de las muestras y de los patrones se 
somete a ensayo por duplicado. Los patrones del 1 al 5 
ocupan 10 posiciones.

$ B. Tratamiento de los datos.

Los patrones se representan gráficamente de la 
manera siguiente: señales por minuto sobre el eje de las 

X frente al log. de microgramos/100 mi sobre el eje de 
las x. Los patrones, tal como se han preparado anterior- 

10 mente, son: 0, 2, 6, 12, 30 microgramos de tiroxina por
100 mi. Las muestras desconocidas se determinan a partir 
de la curva patrón, encontrando el valor de los microgra­
mos de tiroxina por cada 100 mi, que corresponde a las se 
Hales de la muestra desconocida, 

í5 V. Sustancia a analisar.
Muestras clínicas de suero.
En la realización de la presente invención ilus­

trada mediante el precedente ejemplo especifico, se obtie­
nen ventajas particulares, deteniendo esencialmente la 

20 reacción formadora del complejo descrita, por separación
rápida de los constituyentes de los medios de reacción, 
en condiciones controladas, on las columnas cromatográfi- 
cas 200. Para considerar un caso general, en el que los 
*reaccionantes designados por A y B se colocan en las ca- 

25 vidades interiores y exteriores 130 y 140, respectivamen­
te, y se hace que se mezclen y que la reacción transcurra
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en las cavidades exteriores para producir cantidades 

crecientes de un producto de reacción C, la reacción 

que produce el compuesto C se detiene esencialmente 

en las columnas cromatográficas recolectoras por s,e 
paración de la mezcla de A, B y C en las columnas 

cromatográficas 200, en sus fases, una de las cuales 
se recoge en los tubos 65 y contiene por lo menos un 

reaccionante, por ejemplo bien sea A o B, y, aún cuan­

do continúe la rotación, no se producirá más cantidad 
de C, ni, por lo tanto, será eluida, y el parámetro 

de la fase eluida que ha de ser medida, por ejemplo 
la radiactividad, el color, la fluorescencia, la de­
signación del enzima, se "fija" al mismo tiempo esen­

cialmente para todas las muestras que están siendo ana­
lizadas. Esta realización es particularmente ventajosa 
en aplicaciones tales como los ensayos cinéticos que im 
plican la determinación en una muestra de hormonas ti­
roideas, hormonas sexuales, glicósidos cardiacos, vita 

minas, antigenos del cáncer, utilizando reactivos patrón 
para ensayos de radioinmunidad.

Lo que antecede se entenderá más completamen­
te con referencia a la figura 5(a), la cual representa, 
esquemáticamente, un punto en el momento en que la por 
ción que no ha reaccionado de los reaccionantes A y B 
y el producto de reacción C, han sido transferidos al 

gel cromatográfico 200', pero antes de transferir el clu



yente al gel oromatográfico 200'. En estas condiciones A 

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

te al gel oromatográfico 200', que sa selecciona en es­
te caso para que separe el reaccionante B junto con el 
producto de reacción C, se separan rápidamente B y C de 
A, en una fase que se desplaza a lo largo del gel cromato 

gráfico 200', como se indica en la figura 5(b), detenién 

dose asi la formación de producto de reacción adicional 
C. La fase 152' que comprende las proporciones fijas do 
B y C se transfiere mediante la fuerza centrifuga, al tu- 

* bo 65' como se indica en la figura 5 (o), y el valor fi­
jado del parámetro de interés, bien sea de B o de C, pue­
de medirse en debida forma.

En otras aplicaciones que implica el procedimien 
to de la presente invención, en las que no es de importan 
cia esencial detener la reacción en el gel oromatográfico 
200, estando todas las muestras y los patrones sometidos 
esencialmente a las mismas condiciones de reacción y de se. 

paración, el gel oromatográfico puede ser seleccionado de 

tal manera que eluya y sopare el producto de reacción de 
los reaccionantes, particularmente en los casos en los que 
cualquier formación adicional de producto de reacción en 
el gel, y la elución del mismo, será compensada utilizando 

un patrón sometido a un tratamiento simultáneo.
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En la práctica de la presente invención, el pa 

rámetro de interés puede ser la radiactividad, como se ha 
descrito en particular en lo que antecede, el color, la 

fluorescencia o cualquier otra propiedad física o química 

adecuada. Por consiguiente, en lugar de una disposición 
de contador de radioactividad, se pueden utilizar también 

otros dispositivos detectores convencionales conocidos en 
la técnica.

En una realización adicional de la presente in­

vención, oon referencia a la figura 6, se emplea un disco 
510, que tiene una pluralidad de cavidades individuales 
520, en lugar de un par de cavidades alineadas radialmento 
130 y 140, como en el dispositivo de la figura 1. En la 

práctica de la invención que utiliza el aparato de la fi­

gura 6, se colocan en las cavidades 520 cantidades preci­
sas de dos o más reaccionantes, por ejemplo suero y reac­

tivo indicados por 525y cavidades en las qüe tiene lugar 
una reacción para proporcionar un producto de reacción fi 
sicamente separable. La carga de las cavidades 520 puede 
ser efeotuada pipeteando, como se ha descrito antoriormcn 
te. Una o más de las cavidades 520 pueden ser cargadas con 

reaccionantes patrón, de la manera anteriormente descrita, 
y el disco 510 así cargado, puede ser colocado sobre el 
miembro de soporte 15 dé la misma manera que el disco 110 

de la figura 1, y hecho girar a una velocidad suficiente 
para hacer que los contenidos de las cavidades 520 sean 

transferidos por la fuerza centrifuga a los medios de se-
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paración comunicantes 190. A partir de este momento, el 

procedimiento transcurre de la mis ¡na manera que se ha des 
crito anteriormente en relación con la disposición de apa 

rato de la figura 1 y un patrón, como se ilustra en la fi 

gura 4. En la práctica de la realización precedente, el 
disco 510 que contiene cavidades 520, puede ser cargado 
con reaccionantes, permitiendo que la reacción transcurra 

hasta el equilibrio. Es decir, los discos 510 pueden ser 

cargados y guardados durante prolongados periodos de tiem

10 po, por ejemplo durante horas o más, despuós de lo cual 
los discos 510 pueden ser dispuestos en lugar de los dis 
eos 110 en el dispositivo do la figura 1, efectuándose un 
ensayo como se ha descrito anteriormente. Esta realiza­

ción puede ser empleada eficazmente con reacciones lentas,

15 por ejemplo, la determinación de la hormona del crecimien 
to humano en el suero de la sangre, las cuales, si se uti 

liza la realización de doble cavidad anteriormente descri 
ta, entrañarían una rotación impracticablemente larga, a 

las velocidades ¡ais altas, de, por ejemplo, una hora o

20 más. Alternativamente, si los discos 510 se cargan en un 
periodo de tiempo tal que para la reacción lenta particu­
lar implicada, puede considerarse en la práctica que las 
reacciones en las diferentes cavidades únicas han empoza­
do todas al mismo tiempo, el disco 510 cargado puede ser

25 hecho girar y los contenidos de las cavidades 520 ser
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transferidos a los medios de separación comunicantes 190, 
en cualquier momento en que se haya producido en las ca­

vidades $20 una cantidad mensurable de constituyente se­

parable. Este procedimiento es eficaz en los casos en que 
cualquier pérdida de exactitud del ensayo que pudiera re­

sultar de los diferentes tiempos de reacción en las diver 
sas cavidadesy no sea importante en comparación con el 

tiempo que se ahorra.
Entre las ventajas particulares del método en 

tándem mecánica y químicamente continuo de la presente 
invención, se incluyen la eliminación esencial de inter­
vención manual o mecánica en el curso de la realización 

de un ensayo, lo que hace mínima la importancia de va­

riables distintas de las que son interesantesy y la posi 
biíidad de utilizar tiempos de reacción cortos y de per­

mitir estudios cinéticos simultáneos en condiciones de 
tiempo controladas.

Para los fines de la presente invención, los 
constituyentes reactivos incluyen sustancias que reaccio 
narán químicamente para proporcionar un producto* de reac 
ción químicamente diferente o productos y, también,sus­
tancias, que se pueden considerar que reaccionan física­

mente (por ejemplo, ciertos fenómenos de adsorción físi­
ca) para producir uno o más materiales físicamente di­
ferentes.



El medio de separación de fases liquidas en 

la práctica de la presente invención, puede ser dispo­

siciones cromatográficas convencionales, por ejemplo, 
que proporcionan una separación sobre la base del tama­

ño molecular, de los fenómenos de adsorción física, de 

la quimisorción, de las propiedades de intercambio de 

iones, de las afinidades moleculares específicas (croma 

tografia de afinidad) y de otras técnicas conocidas que 

utilizan, por ejemplo, geles, sólidos y resinas.
La presente solicitud, que corresponde a la pre 

sentada en Estados Unidos de América, el 10 de Mayo de 

1974, bajo el Na 468.649, se acoge a los beneficios del 
Articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Indus­

trial.

' REIimmiCACIONES

Los puntos de invención propia y nueva, que se 

presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa—



tente de Invención en España, por VEINTE años, son los que 

se recogen en las reivindicaciones siguientes:
18.- Un mótodo para analizar una pluralidad 

de muestras líquidas que comprende (i) proporcionar un ma- 

5 teríal líquido en una pluralidad de primeras cavidades dis­
puestas de manera sustancialmente circular, (ii) propor­
cionar un material líquido diferente, susceptible de reac­
cionar con dicho material en dichas primeras cavidades, 
en una pluralidad de segundas cavidades dispuestas de ma- 

10 ñera sustancialmente circular, y (iii) proporcionar una 
pluralidad de medios de separación de fases liquidas en 
una disposición sustancialmente circular, estando dis­

puestas dichas primeras y segundas cavidades y dichos me­
dios de separación do fases líquidas de manera sustancial- 

15 mente concóntrica alrededor de un eje común,, estando di­
chos medios de separación de fases líquidas a una distan­

cia radial superior a la de dichas segundas cavidades y 
estando dichas segundas cavidades a una distancia radial 
superior a la de dichas primeras cavidades, estando di- 

20 chos medios de separación de fases líquidas en una comu­
nicación en tándem con una segunda cavidad que está en 
comunicación en tándem con una primera cavidad; (iv) pro­
vocar la rotación de dichas cavidades alrededor de di­
cho eje común para desarrollar una fuerza centrífuga su- 

25 ficiente para hacer que el líquido de dichas primeras ca-
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vidades sea transferido a dichas segundas cavidades para 

que reaccione con dicho liquido en dichas segundas cavi­
dades y produzca por lo menos un producto de reacción, (v) 

provocar subsiguientemente la rotación de dichas cavida­
des y de dichos medios de separación de fases líquidas a 

una velocidad.que desarrolle una fuerza centrífuga sufi­

ciente para transferir los contenidos de líquido de dichas 
segundas cavidades a dichos medios de separación de fa­

ses líquidas, (vi) continuar la rotación de dichos medios 

de separación de fases líquidas para desarrollar una fuer­
za centrífuga suficiente para separar el líquido trans­
ferido a ellos en dos fases por lo menos, y (vii) medir, 
por lo menos, una propiedad de, por lo menos, una de di­

chas fases.
23,-  Un método de acuerdo con la reivindica­

ción 13, en el que por lo menos uno de dichos materiales 

líquidos contiene un constituyente radiactivo y la pro­
piedad medida en la operación (vii) es la radiactividad.

3§.- Un método de acuerdo con la reivindica­

ción 13, en el que la transferencia de los contenidos de 
dichas segundas cavidades a dichos medios ¿e separación 

de fases líquidas, tiene lugar en un momento en el que 
se están formando cantidades crecientes de un producto 
de reacción, por lo menos,'

43.- Un método de acuerdo con la reivindica­



ción 18, en el que por lo menos una de dichas fases separa 

das en dichos medios de separación de fases liquidas, se 

transfiere desde dicho medio de separación de fases líqui­
das, mediante la fuerza centrifuga desarrollada por la 
rotación de dichos medios rotatorios.

5^.- Un mótodo de acuerdo con la reivindicación 
18, en el que por lo menos una de dichas fases separadas 

en dichos medios de separación de fases líquidas, so trans 
fiero desde dichos medios de separación de fases líquidas 
a un recipiente en comunicación con ellos, mediante la 

fuerza centrífuga.
68.- Un mótodo de acuerdo con la reivindicación 

18, en el que se introduce un liquido en, por lo menos, 
dichas segundas cavidades subsiguientemente a la transfe­
rencia de liquido a dichos medios de separación de fases 
líquidas y durante la rotación de los mismos, para propor­

cionar un eluyente en dichos medios de separación de fa­

ses líquidas por transferencia a ellos mediante la fuerza 
centrífuga.

78.- Un mótodo de acuerdo con la reivindicación 

18, en el que por lo menos una de dichas primeras cavida­
des y una de dichas segundas cavidades, contienen materia­
les líquidos, los cuales proporcionan al reaccionar, un 
valor definitivo de una propiedad mensurable en por lo 
menos una de dichas fases separadas.



8^.- Un mótodo para analizar una pluralidad 

de muestras liquidas, que comprende (i) proporcionar me­
dios rotatorios que tienen, en relación rotatoria con 

ellos, una pluralidad de primeras y segundas cavidades,

5 estando destinada cada una de dichas cavidades a conte­
ner líquido y estando dispuestas dichas cavidades en co­
municación una con la otra, de tal manera que al desarro­
llar una fuerza centrifuga suficiente por la rotación de 

dichos medios rotatorios, el liquido de dicha primera ca- 
10 vidad se transfiere a dicha segunda cavidad y, al desarro­

llar una fuerza centrífuga suficiente por la rotación de 
dichos medios rotatorios, el liquido de dicha segunda ca­
vidad es transferido fuera de dicha segunda cavidad, (ii) 
proporcionar por lo menos un material liquido en una plu- 

15 ralidad de dichas primeras cavidades y por lo menos un
material líquido diferente en una pluralidad de dichas 

segundas cavidades, siendo dichos materiales tales que, 
por contacto entre si, tiene lugar una interacción para 

proporcionar en dichas segundas cavidades una mezcla que 
20 tiene por lo menos un constituyente separable capaz de

ser separado de dicha mezcla por medios de separación de 
fases líquidas (iii) provocar la rotación de dicho miembro 
rotatorio para desarrollar una fuerza centrifuga suficien­

te para transferir los contenidos de liquido de dichas 
25 primeras cavidades a las segundas cavidades, para poner
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en contacto los contenidos de líquido de las segundas ca­

vidades para que proporcionen una mezcla confinada en di­

cha, segunda cavidad que contiene por lo menos un consti­
tuyente separable capaz de ser separado de dicha mezcla 
mediante medios de separación de fases líquidas (iv) pro­
porcionar medios de separación de fases líquidas en comu­

nicación con dichas segundas cavidades y dispuestos de 

manera que puedan entrar en rotación con ellos y ser so­

metidos a las fuerza centrifuga desarrollada por la rota­

ción de dichos medios rotatorios, (v) ajustar la veloci­

dad de los medios rotatorios, en un momento subsiguiente 

a la formación de dicho constituyente separable en dichas 
segundas cavidades, hasta el grado de que se proporcione 
allí una fuerza centrifuga suficiente para transferir la 

mezcla de dichas segundas cavidades a dichos medios de se­
paración de fases líquidas, (vi) continuar la rotación de 
dichos medios rotatorios para proporcionar una fuerza cen­
trífuga que actúe sobre la mezcla transferida a dichos me­
dios de separación de fases líquidas, suficiente para ha­
cer que dicha mezcla sea separada en dos fases por lo menos 
conteniendo una de dichas fases por lo menos uno de dichos 
constituyentes separables de dicha mezcla, y (vii) medir 
por lo menos una propiedad de dicha fase que contiene por 
lo menos uno de dichos constituyentes separables.

9&.- Un mótodo de acuerdo con la reivindicación
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88, en el que (i) por lo menos uno de dichos materiales 

líquidos proporcionados en dicha primera cavidad, contie­
ne por lo menos un constituyente reactivo; (ii) por lo me­

nos uno de dichos materiales líquidos proporcionados en 
5 dicha segunda cavidad, contiene por lo menos un constitu­

yente reactivo, (iii) dichos constituyentes reactivos, 

por transferencia de los contenidos líquidos de dicha pri­
mera cavidad, proceden a reaccionar en dicha segunda cavi­

dad con formación de un producto de reacción, (iv) una por 

10 lo menos de dichas dos fases separadas en dichos medios de
separación de fases líquidas contiene sustancialmente la 
totalidad de por lo menos uno, pero no todos, de dichos 
constituyentes reactivos de dicha mezcla transferida a 
dichos medios de separación de fases líquidas.

15 108.- Un mótodo de acuerdo con la reivindicación
88, en el que por lo menos uno de dichos líquidos contie­
ne un constituyente radiactivo y la propiedad medida en la 
operación (vii) es la radiactividad.

118.- Un mótodo de acuerdo con la reivindicación 
20 98, en el que por lo menos uno de dichos constituyentes

susceptibles de reaccionar es radioactivo.
128.- Un mótodo de acuerdo con la reivindicación 

98, en el que la transferencia de los contenidos de la 
segunda cavidad a dichos medios de separación de fases 

25 liquidas, tiene lugar en un momento en el que los cons-
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tituyentes reactivos están reaccionando con formación de 

cantidades crecientes do producto de reacción.
13a.- Un mótodo de acuerdo con la reivindica­

ción 83, en el que por lo menos una de dichas fases se- 

5 paradas en dichos medios de separación de fases liquidas,
es transferida desde dichos medios do separación de fa­

ses líquidas, por la fuerza centrifuga desarrollada por 
la rotación de dichos medios rotatorios,

148,- Un mótodo de acuerdo con la reivindíca­

lo ción 83, en el que por lo menos una de dichas fases se­
paradas en dichos medios do separación de fases liquidas, 
es transferida desde dichos medios do separación de fa­

ses líquidas a un recipiente en comunicación con ellos, por 

la fuerza centrífuga desarrollada por la rotación de di- 

15 chos medios rotatorios.
15-.- Un mótodo de acuerdo con la reivindicación 

14-, en el que dicha fase transferida a dicho recipiente 
es radiactiva. - ,

163.- Un mótodo de acuerdo con la reivindicación 
20 14S, en el que se mide por lo menos una propiedad de di-

oha fase transferida a dicho recipiente.
173.- Un mótodo de acuerdo con la reivindicación 

83, en el que por lo menos una de dichas primeras cavida­

des y una de dichas segundas cavidades contiene materia- 
25 les líquidos que proporcionan al reaccionar un valor de-
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finitivo de una propiedad mensurable en, por lo menos, 

una de dichas fases separadas.
l8a.- Un método de acuerdo con la reivindi­

cación 83, en el que se introduce un líquido en por lo 
5 menos dichas segundas cavidades, subsiguientemente a

la transferencia de líquido a dichos medios de separa­

ción de fases líquidas, y durante la rotación de los 
mismos, para proporcionar un eluyento en dichos medios 
de separación de fases líquidas, por transferencia a 

10 ellos mediante la fuerza centrífuga.
19-.- Un método para analizar una plurali- 

- dad de muestras líquidas.
Tal y como se ha descrito en la Nemoria que 

antecede, representado en los dibujos que se acompasan 
15 , y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de cuarenta hojas escri­

tas a máquina por una sola cara.

Madrid. 11 n;r 1
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