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liz. sido usval, por ejemolo en la investigacidn
médica ¥ blonédica y on la investiracién rubtinesria vy en el
establ ccimicnio de diagibsticos, medir la concentracidn
muestra de varias gustencics, denpminadas tanalitos™ en lo
que sigue, haciendo que dichos annlitod tomen parte en wag
reaccién luniniscente con otras sustancias predeterminadas
seleccionadas Ge manera que la sslidz de luniniscencia en
la reaccién esté incquivocamente rclacionads con la conca -
tracidn del analito.. Se hen reslizado me(’iicioness +455 ecne~—
ciglnente en sustencias presentes en fluidos cowrvorales, »or
ejemplo hornonas, medicamentos y comstituyentes de la sanore

Las publicaciosnes en las cucles se han deserito

~

tales mediciones incluyen lo liemoria de lz patente briténi-
ca 1.461,57T Ge Jellcome Founmdation; la ilemoria de 1

e belga 656,182 ce Iaierg y “Proceedings of the Firsh In-

temationel Smnosium on inalvdical Ansnlicobions of Bioli-

oo L3

minescence end Chemiluninesconce®, Bruselas 6 o 8 de Sepbien

bee de 1976.

o

medios para satisiace
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travajo.
Je acuerde con uwn primer gspecito del invento, w2
aperato vars le determinecidn lunminiszcente Ge Lo contidsd o

concentrecidn de vn analito en una muestra tience un mienlyo

it

que posee una pluralidad de celdas, destinazda caba wa o con

boner una muestra ¥ veniendo cada wna we ventanilla o vro-

vés de la cugl puede salir luz de la celds; uwna céaara Ce

ensgyo destinada a recibir 2l menos parte del miemoro que
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conticiie wna celda; un fobodetector dispuesto para recibir
—iuz enitide decde wna celda dispuesta ean wn puesto de enge~
vo en dicha cfiora de ensayo ¥y o dar wna seilal de salida de
pendicnve de dicha luz emitids; y medios de bransporbe des-
tinados a wover las ccldas sucesivarmente hasta el pucsio de
ensoy .

De acverdo con otro aspecto del invento, se crea
'U.n método de dctoz;‘:::i.nar la cantidad o cdncen‘l;racién de un
enalito en uno muestra, en el cuel se lleva a cabo wa resc-
cidn Juninisconte cuya salide de luz depende de dicha conti-
dad o concentracidn, y la salida de luz se usa para deteindi
nar dicha cemtided o concentracidn, haciéndose reacclonar el
anglito de lea muestra ¥y wna contidad conocida del mismo ana-
lito ctiquetada con wna sustonein etiquetadora con wr reac-
tivo esvecdfico para dar wn producta de reaccidn, y pudica-
‘do determinarse la cantidad o concentracidn Ge analito eti-
qhetado reacclonado o sin reaccionzr, ¥ la sustancia etigue-
tadora ¥, por vento, el anglito etiquedado, midiendo la so~
lida de luz de ﬁna reaccién luminiscente en la cuzl tome per
te la sustencia etiquetadora.

La expresibn “reactivo especifico" usada en Lo
gue antveccde svmone w reactivo elegido pare reaccionzr con
el analito varticular a determinar. Por ejemplo, el enalito
nuede ser w1 entigeno, en cuyo ceso ¢l reactivo especifico
podrfs ser un enticuerpo, o viceverse.

La reaccién luminiscente nuede ger wia quemilumi-
nigeentec o wna,reaccibn diolwniniscente.

Bl invanto'serﬁldescrito.ahora a modo de ejemplo
con referencia a los dibvujos adjuntos, en los cugles:

- La fig. 1 muestra wa vista en planta de wn ape-
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rato de acuerd eon el invento, habiéndose omitido la parte

“superior del wismo; .
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la fig. 2 nuesd partes

mostradas en la fig, 1;
la fig. 3 nuestra we seccibh vercial éods por lo
linea 3-3 de la Tig. 1; ¥

la fig. 4 nuestra vna seccidn npercial dads por la

‘_J

Inea 4-4 de la fig. 1.

E) aparato puede usarse en la determinccién de 1a
centldad o conceniracida de un snalifto en wno muestra 1ligui-
da. El enalito puede ser wn antigeno, por ejomvlo, unag nro-
teing, o vuede ser vn auvclebtido, nor ejemplo, dinucledvido
de nicotinemida adenina (I74D) o trifosfato de adenosing
(A7) o un sustrato a partir del cusl pucde producirse uno
de elloz. I w1 caso en que el enalito es wn antigeno, Lo
nuestra ¥ wea centvided conocida de w antigeno ebiauetsdo
gon heehos reacclionar con un zaticuerpo para el entigseno ¥y
cl producto de esta reaccidn es senarado, p,o:c"ejemplo DOI
precipitacién, del sntigero no reaccionado. =l anfigeno cii

guetado se prepara vniendo a vn mntiseno que es idéntico a2l

ke

analito wna molécula que juvede domar varte en uno reaccidn

luminiscente. Lo moléaxla etiqueiadora puede ser wn reacti-

vo luniniscente, vor ejemnlo lwainol, pero con preferencis

65 w1 enzina capez de cotelizar una reaccidén luminiscente.
Un ejenplo de tal enzima es la peroxidasa.

La solucidn éxxc gu.eda deusliué:a de la separacidén
del producto de la reaccidn del satigeno con el aniticuerpo
con‘aiezie antigeno etiguetado y ennlito, denmendiendo la pro~
porcidén de la coatidad de enalido presenie @ 1o ruestra oxd

3,

gingl, Tales goluciones obvénidas a partiy de difercnies
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muestras originales se colocan en respectivas celdas del

anarato ilustrado en los dibujow.

L everato comprende un mienbro en forma de blogue
10 c¢e clurinio w obtro moterial buen conductor.dcl calor, I
blogue tiene un ndmero de celdas nara recibir respectlvas
solucionez que han Ge ensayarse. En el ejemplo particular

Llugtrado, cada celda estd definida por un elemento comer—

-

clalmente disponible de material nléstico trawspsvente co-

nocido generalmente como cubeta. Lag cubetas estén zlojadas

en respectivas cavidades disyuestas en una fila junto a un
margsen lateral del blogue 10 'y sueden sacarse facilmente
nara, 1imp;iarlas, suerdarlas o desccherlas, ¥y custituirse
nor obras cubetas. Junto a wna pared de la cubete, el blo-
gue eotd formedo con wna resoectiva abertura 12 a través de
la cucl puede salir la luz de la celda.

Bl averato corprcnde aderds wna cdimara de chssyo
13 que puede recibir todo el bloaue 10 cn el cual estin so-
portades las cubetas, In wr extrémo dc la cémara 13 hay una
aberturs 14 a través de la cugl el blogue 10 pucde insertar-
se en lé. cémara. In wr puesto de prueba, hay en una pared
laterzl de la cfmara wa ventanilla o zberture 15 o trevés
de la cual la luz emitida por wna celda puedc salir de la
cénara ¥ entrar en wn foto-detcetor montedo junto a wna
pered laveral de le cémara y encima de la abertura 15. &1
foto~Cetector, con preferencia, es un tubo foto-multiplica-
dor 1G. Cerca de la sbertura 14 estén nrevistos cierres po-

ra le luz en lg cémars parc impedir gue la luz entre en lo

[
B

cémara por entre el blogue 10 y lab paredes de la cénara.
Tanblén esté prevista we trampe de luz entre la aberiura

15 y los cierres de la svertura 14. Io efmara, el sencral,
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es es‘baneé. a la luz, salvo en cuanto a la sbertura 15. .
B Una aleta 17 cargada nor muelle estd disnuesta va-
ra cerrar nomalmente la cimara on e posicién entre la
obertura 14 ¥ laaberture 15 cuando no esté el blooue 10 on

3

. . i . e
la cimara. Bota alets imnide gue la lvz aabieate entre en
el tubo foto-multinlicador. Cugndo el bloque 1.C es inscrte-
do en.la cémara, la aleta 17 es emoujada a wia posicidn ino

perente ilustrada en la fig. 2.

23

revistos medios de transporte para mover

Estén

=

g

el bloque 10 a lo largo de la cémara 13 por »esos »erc orien
tar las cubetas 1l al nuesto de ensayo sucesivemente. Los
nedios de btroosporbe comarenden wn motor eléetrico 1O gue -

acciona wn rodillo 19 guarmecido de cauvcho wor medio de una

[ trenscisidn 20 de correa v polea. ¥l motor ¥ el rodillo os-—

t&n nontados en vn gonorie 21 qﬁ.e 3_31iede pivotar alredefor
de w1 eje verbical 22 ¥y es er.-1pﬁjac'lo por un ruclle 23 pora
noverse en torno g su pivqm‘:e en tal direccidén qué el rodi.
110 19 sea empujado conbra vna superficie lateral del blo-
gue 10 cusndo el tltimo es’4 presente en la cémara 13. La

leva 24 girve coue Sope pare impedir wa accidn excesive

de resezdo del rodillo 19 sobre el blogue 10 cusndo se X~
trae o inserta este ﬁi’bimo.

En woa fgo_sicidn predeteminada con relacién a co~
da cubeta 11 estd fommada en el blogue 10 una respectiva
fnima tronsversel 26, Pors porcibiyr la llezeda de cads cu~
beta 21 puesto de ensayo, estd prevista en Lo chnara 13 a
uwn lado .del blogue 10 wma fuentve 27 de luz infra-rojo v o
el lado opuesto del bloque va fovo-trensistor 28. Cuando

mna cubeva esté sitvada en el puesio de ensavo, en alinen-

eibn con la aberiura 15, cl mananitial de lvz infrg-roja y
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el foto-transistor estén alineados con una correspondiente

oo
N

ie lac &nimas 26. EL motor 18 es wm sexvo-potor de(c;c. ca-
paz de situar el blooue 10 con wa cubeta exactémente en el
puesto de ensayo. |

Para entrezar un reactivo 1umin;scente a cada cel~
da se dispone un inyector de reazctivo cue comprende un tu-
bo 29 (fig. 4) que esté conectado a vna nipeta autombtica
&c entreca (no mostrada) y uontado para moviniento de vai-
vén a lo largo de wna trayectoris verticcl que se extieande
hacic arriba desde ¢l puesto de ensayo. El tubo estéd asesu-
redo gl pistén de wna uwnidad neuméiica 30 de »nistén ¥ cilin-
dro que pucde vejer el tubo desde la vosicidn de repoéo,in-

dicada con linea llena cn le fig. 4 a Ja posicién de inyec-

cidén indicade por linea de puntos ¥y trazos en la fige 4 ¥

subir luego el tubo a su posicidn de reposo, en la que estd
por comnleto nor encing del nivel de lag cubetas 11 v el
blogque 10, Cuando eg%h en su posicibén de inyeccidn, se ex-
ticende hasta dentro de wna cubeta en el puesto de ensayo heg
Y2 cerca del fondo de la celda definida por ella.

Fs puninistredo aire 2 la wuidad 30 de »igtén y
cilindro a través de waa vélvula operada eléetricamente (no
renregentada) que estd conectada en wn circuito eléelrico de
nedios de control 32 y que en si son de tipo usual, El .fo~
to~trensiotor 20 ¥ el motor 10 estén taibién conectados en
cireuito de loks medios de comtrol. Los medios de control 32
pueden ajustorse nara esbablecer wn ciclo yredeteiminado de
tiempo que pucde variar desde un segundo a diez minuxds. Log
medios de control prbporcibnan wma indicacién visual de la
posicidn cel bloque 10 para identificar la celda particular

que estd alineada con el-tubo Toto-multinlicador.
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En un camo en que cada solucién a ensayar contlie-

e un antigeno etiquetade wor el enzima neroxidasa v otro

’

enzina adecuado, se introduce wa cantidad conocida de so-
lueidn, junto con wn primer T cL:Lvo luminiscente ¥, v03i~
blemente, un éiluyente, en wa de las etas 1L nientras

el blogue 10 estd retirado de la cémera 13. Las soluciones
derivadas de otras nmuesiras pueden iniroducirse de nmodo eng
logo en las oiras éubeuc:s. #. blogue es cntonces vibrado e~
ra mezclar a fondo las soluciones y bstes son llevadas = vma
tenperatura predeteminnds por medios de regulacidn de
tenperatura empotrados en cl bloque 10. Los medios de re{—,u-J
lacidén de la temseratura pueden comprender, nor ejemplo, un
clemento calentador, w tubo de circulacién para fluido frie
0 caliente; o un elemento enfriador o czlentador eléetrico

de Pelticr; todos ellos controlavles nor w bermosteso. i

bloaue es llevalo entonces a la cémare 13 e insertado en g

om

‘cémara hasta gque sc aplique 2l rodillo 19. Tos medios de con

trol del aparato son activados enfonces nara provocar ol fun
cionsmi.erﬁso clclico del gnarato pare, ensayar la solucién con
tenida Gentro de cada celds nor fuwm Cuando uns celds ha
gido movida &l puesto de ensgyo, el tubo 29 es bajado dentro|
e ega celda ¥ es inyectado wn volu.acn nreceue-hmado de w1
esuao reactivo luminiscente 2 tal velo cidad cue ocurrs ri-
-
o pernite que fenga lugar la reaccidn luminiscente ¥y que
sca enitida luz desde la celda a fravés de la venianills
consbituida por la pared transparente de la cubetas y la aber
fura J.é. I tubo fovo-multviplicador 16 provorcions wia ge-
da

fial de salida que denende de la luz emitidae po:f: la celda.

Despyués de que ha trenscurrido w intervalo de tienno nre-
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detenzinado, el tubo 29 es subido a su posicidn de reposo,

¥ la celda siguiente es avenzada 2l puesto de ensayo.

&n el caso en que cl nrimer reactivo sea perdzi-
do de hidrgeno, el segundo reactivo lwz:iniscén‘be puecdc ser
luninol. Ta concen'l;raéién del enzimo o cada celda depende
de la canvidnd de analito en la muestra que corresponde a
esa celda. Las variaciones en la cantidad de analito en los
diferentes muestras dan como ‘resul'l:ado variaciones corres-
pondicntes on la rapides con la cucl ocufre la reaccibn lv-
niniscente dentro de las diferentes celdas y esto da como .
resultade diferentes regimenes de salida de luz de las cel-
das.

“Aunque seriz posible usar uno de los reactivos 1u
miniscentes como etiqueda en el anbigeno, preforimos usar
.el enzimz cowno ebiqueta. Como la cantidad de enzima pregen~
te no disminuye a medida que nrosigue la reaceidn luminic-
cente, se obbienc wna salida relativemente constante del fo-
to=mdviplicador, desnués de ua paso inicial durante el cual
la salida aumenta répldemente, Adendgs, la presencia Ge wia
proteina en el enzima no inkibe usualiente la accidn cato-
1itica del enzima; al paso que la presencia de vng proteine
en cl luminol da como resuliado un impedizzzen'l‘.o esté;rico o
inaetivacidn que reduce el résinen dévla regecidn luninis-

\

cente y, poxr tanto,’le sensibilidad del nrocedindento nare
las veriaciones eon la cantidad de gnelito presente en la
nuestre inicial. |

Ta sglida Gel dubo foto-mulbinlicador 16 puede re
presentarse c*é:f‘icmnén‘be m'ediantc w reristrador de gréfi-

cas, intcsrada sobre el perfodo durante el cual estd siendo

nercibida la lusz emitida desde la celda por el tubo 6 o so-
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El aparato puede usarse e la defemainacién de la

concentbracidn del AP en ma ruestra. B ATP reocclona con
: v i

luciferina luminosa en vpresencia del ensing luciferasa Lu~

minosa para producir monofosfato de adenosina AP, Bs eni-

tida luz cuando ccurre esta resceidn, TUn volumen predetern-

minado de la muestro que conticne ATP ¥ wrg solueidn de lu-

ciferasa luninosa son colocatos en unag cubdets 11 ¥ mesclodos

P4
L 27

v voloy nredeterninado. Lo cv.be"ca, sonortada en el bloque
10, es llcveda cntonces ol nuesto de easeyo donde se inyec—
ta un volumen predeterminado de wna solucidén de lueiferina

lvminosa cn la solucidn a través del tubo 29 de t2l modo que

11las soluciones se mesclen répidonente. La luzg emitida duroane~

te la reaccidn es percibida por el tubo foto-muliinlicador

[ ]

16, cuya szlicda se usa per

]

ATPen la nuestra. Un procediniento adecuadanente nodifice~
do puede i.zs;arsé pora detemincr la concentracidn on wa
muestra de w substreto desde el cunl vuede producirse ATD,

EL aparato puede usarse también en el anflisis de
wig muestra sélida, colocsndose tal muestra en wa cubeta ¥
afladiéndose desde el tubo 29 wn reactivo aque fevorescs ung
reaccibn luminiscente de la muestra. | |

Un dispositivo clectrdénico de estado mélido o
ua pélicvj.a puede usarse como foto-detector en lughr del
tubo folo-multiplicador.

En genergl, preferimos ctiquetar el enitizeno, el

anvicuerpo o wna nroteina conjuntivae esnecifica con un on-

zina capez Ge catalizar wig reaccidn luminiscente. Alberna-
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tivamente, lo ctiqueta podria ser un reactive que particine~
ol

se on vna reaccidén luminisconte o un precursor dc tal reac-

tivo o w cabalizador de wna reaccidén luminiscente. Por ejei:

o)

plo, w antigeno podria etiquetarse con wn aldehido alixé,:ti—
co (zor ejemplo, tetradeciloldchido, dodecilcldeiido) a tre-
vés de wma reaccidn fotoquinica del aldehido con 4-fluoro-
-3 nitrofenil azida y reaccidén nucledfila subsiguiente del
proc}hcto de reaccidn con el antigzeno. ¥l antigeno etigueteado
podria deteminaorse luego »or nedio de una resceidén bioluvmi-
niscente en la aue interviene luciferasa bacteriana/HE re-
ductasa, |

Pare mantener la uniformidad Ge la temperatura: - |
tre el contenido de las diferentes celdas de la cubeta 1i
he resvliado ser ventajoso ol sigviente nmodo de trabajo del

aparato. zl blooue 10 es inseritado a través de la aberiuvre

&
(23
=
[
i

14 nera que se aplicue contra ¢l rodillo 19, grocias
es movido totgl e ininterrumpidemente a la cémara de enseyo
13 hasta que accione wn interruntor limite 31 que forma par-

¢ de los nmedios de control 32 del amarato. EL funcionamien—

<t

to dc este inferrunbor invierbe el motor 18 vara sacar al
bloque 10 fuera de la cémara dc onsayo, desnués del mencio-
nado funcioramiento clclico par:c ensayar las muéstras de ce~
da cubeta 11 por turno. De este'rizoﬁo, las nuestras nueden
resultar afectadas por la temmeratura anbiente sélo desruls
de que hen sido ensayadas.

in "esta iTemorie, ¢l témino "luzv implica radio-
cién electromarnética, no sélc; de longitvd de onda Sntica,
gino también ix1fra~r6;ja ¥ ﬁl‘bm—-vidle‘ta; ¥ pucde extenderse

-r

desde longitudes de onda de radio a las de rayos X.

.
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RELVIIIDICACICIES

Los puntos de invencidn propia ¥y nueva que se pre-
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de

Invenciln en Espafia, por VEINYE alios, con los que se reco-

gen en las reivindicaciones siguientes:

lé,~ Un aparato iaa.ra la deter2inacidn luniniscenw
te de la cantided o concentracién de un analifo en unsz mueg
tra, caracterizado szor tener un mienbro cue incluye wnz wlu

rolidaé de celdas destinada cade vna a contener wns nuestra

¥ teniendo cade wne wne ventenille a través de la cuol puede

selir luz de la celda; we cfmarc ¢e casayo destincds o re-
cibir ol miembro que contiene al menos wne celda; wn foto-

~Qdetector dispucsio narn recibvir luz enitida desdée vna cel-

©

da Gispuesta o vn wuesto de ensayo cn dichs clmars de on-
seyo ¥ parz dar une sciigl de salido demenGiente de dichg
luz emiticdo; ¥ medlos

rengorte deatinados a nover las

-

<

de
celdas sucesivamente al puesto de ersayo,

28.~ Un avarato sepfm la reivindicacid

13

t

| o
kbl

-

Q

ol

g

e
f

ferdzado norque cads cclds tiene wma parte de pared trans-
parente que foraa la venbenilla de la celda.

2,- Un apareto segin le reivindicacidn 12 o la
2%, carsctuerizado porque cada celds esléd definida por wm
clemento que es desmontable de dicho miembro vara limpiar-

.

1o, alnacenarle o tirarlo.
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48,~ Tn aparato segin cunlqulera de la

£y

caciones precedentes, caracterizado porque los medios ce
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trongnorte incluyen un notor eléc‘br:i.do gue azcciona =1 miem-
bro o través de wna correa y was polea, ¥ wn rodilio suar-
necido de caucho que se 2p0ya sobre el miembro.

58.~ Un gparato sesm cuslouiers de las reivindi-
caciones nreccdenies, carncterizado porgue la temperaturs
Gel contenido de lps celdas del micmbro pﬁede refularse por
wiog medios reguladores de la temperatura empotrados en di-
cho micabro.

62.~ Un oparato serfnl cualquiera de las reivindi-
coclones nrecedentes, caracterizado wor tener medios de e
clusidn de la lus que impiden que la luz anbiente enire cn’
la cémoara de ensayo a través de cvolquier abertura de la
misna. ‘

£,- Un gparato seglin la reivindicacidn 62, ca~
racterizedo porcue Gichos medios de exclumsidn de la lus in-
cluyen w:o aleta cargade por muelle gue coopcrs con el mieme
bro cumndo dicho miembro cstl al renos en parie en le éécn&-.
ra de onsayo.

bZ.~ T gparato segin cuzlquiera de las reivindi-
caclones precedeates, carceverizado por nmedios de entrese
para eatregar wa cantidad predeterminada de reactivo den-
tro de wa celda en dicho puesto de ensayo.

2,~ Un aparm’:b segin la reivindicecidén 8:, cow-
rocterizado porque los medios de entrese incluyen un reac-
tor de reactivo dispuesto para moverse en vaivén dentro y
fuera de wa celda, ¥y pora entregar reactivo a dicha celda,
en esencia en e'l fondo de laz misma.

108.~ Un aparato seslin lareivindicacidn 82 o 1la

o]

9s8, coracterizado por tener medios de control ajustables pa~-

ro controlar a los medios de trausnoric y a los medios de
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— entrega para establacer el-funcicnamisnto ciclico en que

méquina por una sola cara.

. - Hojn nvan, 15

i

un ciclo comprexnde mavép una éelda sl puesto de ensayo, en
tregar reactivo a la celda, detectar la salida de luz de
esa celda, durante un periédo predeéerminado, y mover, fi
nalmente, la celda apartdndola del puesto de ensayo.

112.- Un abaré%o segin la reivindicacién 10z,
caracterizado porque los medios de control son accionados
desd¢ medios fotosensibles que se iluminan desde una fuen
te de luz infra-roja a través de una &nima del miembro
cuando cualguier celda estd en el puesto de ensayo.

- l22.- Un aparato segin la reivindicacién 102,

0 ia 112, caracterizado porque los medios de control estén
dispuestos para mover primero el miembro por completo e
ihinterrumpidamente hacia dentro de la cédmara de ensayo y
para ‘mover luego el miembro hacia fuera de la cimara de
ensayo de acuerdo con dicho funcionamiento ciclipo.

132.~ Un aparato para la deterninacién luminig
cente de la cantidad o concentracidn de un analito en una
nuestra. |

Tal y como se ha degerito en la lMemoria que ay
tecede, representado en los dibujos que se acompafian y con
los fines que se han especifiéado.

Esta lMemoria consta de trece hojas escritas a

* Magria, |T-MRIZT
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