P. 19,415
A 46 538 - Bl. Case US
799.388/4566

" 15364

MEMORTA DESCRIPTIVA
que se presenta pars unir a la solicitud
de
PATENTE DE INVENGION
fomulada el 9 de Marzo de 1960, con el Nim. 256,364
en
EsPalla
por VEINTE afios
e nombre de WARNER-TAMBERT PHARMACEUTICAL COMPANY, entidad nor-
teanericana, establecida en 201 Tabor Road, Morris Plains, Nueva
Jersey; Estados Unidos de América, por:
| "UN DISROSITIVO INDICADOR IE ENSAYQ PARA DETERMINAR UNA
SUSTANCIA BICGQUIMICA EN UN I.UIDC DEL CUEREQ"

e sy s et e ooy e st s et e o ——

Esta invencidn se refiere a una nueva tira de indicadoi' ade~
cuade para reacciones bioquimicas que abarcan la determinacién de
ciertas sustencias en liquidos del organismo y se refiere tambidn
a un método para el empleo de la tira en el zndlisis de liguido
del organiano,

El enélisis de liquidos del orgenismo tales como sengre, -

orina y andlogos, se ha utilizado desde hace tiempo como instru-
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mento diagndstico pare determinar los niveles de sustancla pro-
ducidos por rescciones bioguimicas cuyamesencia o ausencia, en
mayor o menor grado, indica un estado anormal. Ciertas sustan-
cias bloguimicas primerias pueden detecterse directamente medien-
te ensgyos colorimétricos reletivemente sencillos. Otras solamen-
te pueden deteminarse.por una reaccién secundaria que comprende
el tratemiento del 1fquido del organismo con varios sistemas reac-
tivos y midiendo luego uno o mds de los productos de reaccién for-
mado s,

Algunas de estas Ultimes sustancias tales como nitrdgeno de
urea, tripsina e histidine pueden determinsrse mediante reacciones
quimicas adscuadas en las que se forman y se miden productos de
reaccidn gaseosos. Por ejemplo, el nitrdgzeno ds ures en el suero
puede determinarse convirtiendo el nitrdgenc de lz urea en amonia-
co y midiendo el amonia.co desprendido. Ia medicidn de la concen-
tracidén de nitrdégeno de urea es un procedimiento diagnéstico im-
portante, ya que los niveles elevados de nitrdgeno de urea en el
suero, se observen en pacientes que padecen uremi-g,nefritis cri-
nica, hemorragis grave o leve obstruccién intestinal. Igualmente
el nivel de tripsina enzimico en el susro sumenta en enfermedades
del pancreas y el nivel del suero de este enzima puede determinsr-
se midiendo su efecto en la reaccidn basade en la hidrbdlisis del
hidrocloruro de o -benzoil-I-arginina amida, que deja en 1i‘ber1:ad
amoniaco. Pueden determinarse niveles de higtidina en orina por
una reaccién que libera amoniaco en presencie del enzims higtidi-
ne deseminase o por la liberacidn de snhidrido cerbénico en pre=
gencia del enzima histidina o -~descarboxilasa. Los niveles anbr—
males de histidine son indicetivos de embarazo.

En todos los ensayos arribe mencionados, la cantidad de gas

que queda en livertad por la reaccidn secundaris tiene que deter-
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primeria en el liguido del organismo ensayado. Bn los métodos

analiticos hasta ahnora disponibles, ha sido necesario absorber
el gas formado por la reaccidén secundsrias en una solucidén absor—
bente y determinar luego la concentracidén en la solucidn par vo-
lumetria o por otros medios. Ie haturaleza complicada de este mé-
todo enalitico ha exigido que su ejecucidn solo pudieran reali-
zarla técnicos de laboratorio expertos. Igualmente, el procedi-
miento de ensayo exige, por su propia naturaleza, mucho tiempo.

Es un objeto de esta invencidn proporcionar un indicador
de ensayo para la determinacidn cuantitative rdpida y sencilla
de sustancias bioguimicas en liquidos del organismo que pueden ex—
perimentar una resccidén quimica para formar un gas medible.

Otro objeto de esta invencidn es proporcionar un wétodo pa-—
ra medir la centidad de sustancias bioguimicas en liguidos del or-
ganismo, que puede reslizarse par personal no especializado.

Otros objetos y las ventajas de esta invencidbn se deducirdn
de la descripcidn que gigue.

Los objetos antes mencionados se cumplen de acuerdo con esta
invencidén medisnte una tira de papel u otro material absorbente
que se impregna de tal manera que proporciona el sistema reacti-
vo quimico requerido para llevar = cabo la reaccién quimica deses~
da de la sustancia bioguimice que se quiere medir pare desprender
un gas y, ademés, estd provista de un indicador sensible el gas
desprendido durante la reaccidn quimice que produce un cambio de
color en grado proparcional a la cantidad de la sustancia biogquimi-
ca contenida en el liquido del organismo que se ensaya. E1l uso de
la tire de indicador de acuerdo con esta invencién consiste simple-
mente en insertar la tira en un tubo que contiene un peguefio volu-

men medido del 1lfguido orgfnico que se guiere ensayar, y comparar
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Iluego el drea del pepel imgregnada con el indicador, con un Aré-
fico de colores patrdn, al ceho de un intervalo de tiempo defi-
nido. For consiguiente, se comprenderi fécilmente que el uso de
la tirs de indicador de la presente invencidn elimine los métodos
gnalf{ticos complejos del procedimiento de ensayo disponible haste
ahora para medir la cantidad contenida en un liquido orginico de
ensayo de una sustencia bioquimice por su reaccidén quimica para

formar un gas. la eliminacién de estos procedimientos complicados

v lentos de los métodos seguidos hasta ahora en esta técnica supone

que el enseyo puede realizarse por personal no especidlizado. For
otre parte, no se necesita equipo de laboratorio, a excepcidn de
wn simple tubo de enssyo, resultando de agui que pueden realizer—
se simultdneamente muchos ensayos diferentes.

De acuerdo con ésta invencion, se proporciona un Indicador
anelitico para la dete:minacidén cuantitative de la centidad de
une. sustancia bioquimica en un ligquido orgfnico que comprende una
tira de material absorbente impregnade con una pluralidad de sis-
temas resétivos en bandas que se extienden por la anchurg de dicha
tira, comprendiendo dichas bendes una primera banda de reaccidn en
un extremo de dicha Hra impregnadas uniformemente con un sistema
reactivo adaptado para experimentar uns resccidn con la citada sus-
tencia bioquimica pars former un gas, una cegunda banda adyacente
a dicha primera banda de resccidnm, impregnades uniformemente con
un material capaz de liberar el citado gas de la sblueién, una ter-
cera banda adyacente a dicha ségunda benda, impregnada uniformemen—
te con un impregnante inerte capaz de prevenir el flujo capilar a
través‘de dicha tercera banda y.una cuarte banda adyacente & dicha
tercera banda, impregnada uniformementeycon un indicador cazpaz de
cembiar el color en un grado prqéoréianal 8 la cantidsd de didio

gas fomado por diche reaccidn.
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Tas figuras 1 y 2 ilustren la construccidén de tires de in-
dicador de acusrdo con dog aspectos de esta invenciom.

Con referencias al dibujo, le tira de indicador comprende
una bende de reaccidn 1, en un extremo de la tira y extendiéndo-
se a lo ancho de la misme, Le tira en el drea ocupada por la ban-
da de reasccidn se impregne con un sistema reactivo quimico que -
experimenta la reaccidn quimica deseada con la sustencia biogui-
mica cuya presencia en el liqﬁido argénico que se analiza ha de
medirse. Bl sistema estd disefindo de tal manera que deja en 1i-~
bertad en Ultimo extremo un gas, segin se describe més adelante.
Adyacente & la banda de reaccién hay una banda de liberacién de
gas que se extiende ahlo ancho de la tira. la tira en el drea ocu-
pada por la banda de liberacidn de gas esté impregnada con una
sustancia quimica parae liberar de la solucién el gas fomado por
la reaccidn quimica que tiene lugar en la banda de reaccidn. Se
proporciona une banda de barrera 3 que se extiende a lo ancho de
la tira. Le tira, en el drea ocupada por la bande de barrera, es-
8 impregnada uniformemente con un mmteriel resinoso qﬁe tapa los
poros en la tira para prevenir cualquier desplazemiento del liqui-
do orginico que se esté exeminando, asegurando asl que cualquier
cembio de color en el indicador se debe Unicsmente al gas despren—
dido en la reaccidn. Adyacente & la banda de barrers, hay una ben-
da de indicador 4 que se sxtiende a lo ancho de la tira. Ia tira,
en el drea ocupada por la banda de indicador, estd imvregnada uni-
formemente con una sustancia capaz de neutralizer el gas despren-
dido y con un indicador que cembia de color dentro de los limites

de pH que se alcanzem en la reaccidén de neutraligzacién. E1 drea de

la banda de indicador que cembia de color es proporcional a la can-

tidad de gas formado por Iz rTeaccidn.

Ias bandas de réaecidn, liberacidn de gas, barrera ¢ indica~
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dor son comunes g.los aspec’cés de este invencidn en ambag figuras
172,

En la egtructura que se ilustra en 1a figura 2, algunsas
dreas de la tira estdn sin impregnar pera formar bandas en blan-—
co la, 2a y 4a. Igualmente, en el aspecto que se ilustra en 1la
figara 2, se proporcionan capas de cinta sensible a la presibn 5,
que se indican ¢ artadas parcialmente en la figura 2, para cubrir
embos lados de la tira en las &reas ocupadas vor las bandas de -
reaccidén y liberacién de gas.

Posteriormente se derd una explicacidn més completa de la
construceidén y funcidn de las diversas bandas sobre las tiras de
indicador preparadas de acuerdo con la invencidn, sezin se indi-
ca a mansra de ejemplo por los aspectos ilustrados en las figures
ly2.

El materisl que comprende la tira estd fomado de un material
abgsorbente, es decir, cualguier materiel en hojas, absorbente, po-
roso que gea insoluble en agana o en disolventes orgdnicos, pueda
absorber y retener los liquidos aplicados al mismo, tenga una re-
sistencia satisfactoria en himedo y no reaccione en presencia de
los diversos reactivos aplicados al mismo o con los ligquidos or-
génicos que se han de emsayar. El papel es un material absorben-
te muy eficaz pars uso en la invencién, Puede ser de cualquier es-—
pesor, siendo efectivos los espesores comprerndidos entre C,2 y 1
milimetro. La tira ha de tener una longitud y una anchura suficien-
tes para permitir la impregnacién de los diversos rezctivos en ban-
das y, sin embargo, ser suficientemente pequefia pare encajar en tu-
bos de ensayo pequefios durente el uso. Es eficaz una tire que ten-
ga una longitud de, eproximadsmente, 6,35 & 10,16 cm. y une anchura
de, aproximedemente 0,31 & 1,2’% cm. Al der las dimensiones de las

diversas bandas gobre la tira en toda esta memoria descriptiva y
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en las reivindicaciones, el término "longitud" se utiliza para la
dimensién en una direccidn paralela a la dimensién longitudinal
de la tira.

Ia tira se imnregna con una serie de materiales diferentes
para fomar bandas paraleles adyacentes entre si como se indica
en la figura 1 o separadas entre si a lo largo de la longitud de
la tira por zonas sin impregnar, segin se indica en la figura 2.
La banda de reaccidn esté situadae adyacente o un extremo de la
tira o separade del mismo por una banda en blanco o sin impregnar,
segin se indica por la banda en blanco la en la Fig. 2. La banda
de reaccidn se impregna uniformemente con un sistema reactivo que,
al contacto con un liquido orginico, reaccima con un material -
contenido en dicho liquido para producir un gas. El sistemz de -
reaccidn abarca el reactivo especifico y un amortiguador adapta-
do para mantener el pH en el valor ptimo para la reaccién en -
cuestidn.

En la determinacidn de nitrégeno de urea del suero, la ban-
de de reaccidn se impregna con ureasa y un émorl:ig,uador adeptado
para mentener el pH de la banda entre 7 y 8 y preferiblemente a
7,6, aproximedamente, cuando estéd en contzcto con suero. Estos
limites de pH son dptimos para la actividad del enzime ureassa so-
bre el nitrdgeno de urea pars dar amoniszco. Un anortiguador fos—
fato, por ejemplo una mezcla de KZHPG4 ¥y KﬁgPO 4 es particulermen-—
te efectivo para obtensr el pH desezdo de 7,6, aproximademente,
en la banda de reaceidn. Te cantidaddel reaccionante v amortisusa-
dor en la bande de reaccidn de une tire de indicador de acuerdo
con esta invencidn puede variar dentro de amplios limites, con tal
que la benda de reaccidn contenge, por lo menos, un exceso del -

sistema reaccionante.

Como es natural, la benda de reacecidn puede impregnarse con
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otrqs reaccionantes en el caso de la dsterminacidn de sustencias
diferentes del nitrdgeno de urea en liguidos orgfnicos. ‘é‘ara me-—
dir tripsine de suero, la banda de reaccidn se impregna con hidro~
cloruro de o -benzoil-l~arginina emida. Para la determinacidn de
histidine, la banda de reaccién se impregna con histidina of -des-
carboxilasa y un amortiguador adaptado paras mantener el pH duran-
te el ensayo entre 4, aproximadamente y 5, aproximadsamente, o con
histidina desaminasa y un amortiguador adaptado para mantener el
pH durante el ensayo entre 7,5, aproximadamente y 8,5, aproxima-
damente .

Ia longitud de la banda de reaccidn puede veriaerse siendo
efectivos los limites compremiidos entre 0,95 y 1,6 cm.

Bn el aspecto ilustrado en la figura 2, una banda en blan-
co 0 sin impregnar la estd situada en el extremo de la tira de in-
dicador adyacente a la banda de resccidn. Bsta banda en blanco es
particularmente Util cuando las dreas de resccidn y liberacidn de
gas estén cubiertas con cinta sensible a la presidn como ge indi-
ca en la figura 2. La banda en blanco la, proporciona un drea con-
troladse para absorcidn de liguido en la tira desde el liquido que
gse esta examimndo. Bl 1iquido se desplaza desde la bandea en blanco
por accidn capilar, hasta la bande de reaccibn. La banda en blanco
tiene normalmente una longitud de 0,31 a 0,95 cm.

Al impregnar la tira pars formar ls banda de reaccidn, se
enplea una solucion del sistema reactivo. Por ejemplo, al preparar
tiras de indicador para uso en la determinacién de nitrdgeno de -
urca del suero, el drea de la tira que ha de fomar la banda de -
reaccidén se impregne con une solucidn de ureasa y amortiguador en
un disolvente adecuado. Tuede utilizarse agua o mezelas de agua con
disolventes orgdnicos voldtiles, tales como etanol. Preferiblemen-

te, el disolvente debe contener la mgyor cantidad posible de digol-
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vente orginico voldtil pera facilitar el secado de la tira des-
pués de impregnacién. Pueden usarse preperaciones de ureasa comer-
ciales como fuente de enzima ureasa o pueden premrarse extractos
de ureasa recientes por extraccién a partir de fuentes naturales
del enzime tel como harina de haba de soja o harina de habea "jack®
con etanol acuoso.

Ia banda de liberacién de gas estd situada sobre la tirz &d-
yacente a la bande de reaccidn, y estd impregeada unifarmemente
con un material adeptado pare liberar de la solucidn el gas foima-~
do por reeccidn quimica entre la sustenciz Wioquimica contenida
en el liquido orgénico que se ensaya y el sistema reactivo conte-
nido en la banda de reaccidn. la reaccidn que se produce en la ban-
da de reaccidn se verifica en fase 1liquida, puesto que la banda
de reaccidn queda saturada can el liquido orgénico que se ensaya
por desplazsmiento del liquido que asciende por la tira por accid
capilar. E1 gas formado por la reaccibn quimica se disuelve ini-
cielmente en le fase liquida con la que se sabtura la banda de -
reacecidn, Para proporcimmar una medicidén exacta de la cantidsd de
la sustancia biogquimice contenida en el 1liquido orgfnico examira-
do, es evidente que el gas formado por la reaccidn que se produce
en la banda de reaccidn tiene que liberarse por completo de la so-
lucidn. Esto es perticulamente cierto puesto que la cantidad de
gas formada es extraordinarismente pequefia. EL pH en la banda de
reaccidn para reslizer la reaccidén con la sustancia biogquinice es
frecuentemente tal que por 1o menos unaz porcidn del gas formado
tenderd a permanecer en solucidn.

Por ejemplo, en la determinacidén de nitrdgeno de urea en
suero, la banda de reaccidn se amortigus pera dar un pH entre 7

y 8, aproximadsmente. Bajo tales condiciones ligeremente alcali-

nas, por lo menos una porcidén del amoniaco fomado en la reaccidn
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permenecerd en solucidn.

El material empleado para impregnar la tira para formar la
banda de liberamcién de gas estd disefiado pera dar wn pH en la ban-
da de liberacidén de gas a un valor adecuado para asegurar la 1i-
beracidn éompleta de la solucién del gas fommado por la reaccidn.
Bn el ceso de tiras de indicadar de acuerdo con esta invencién en
las que se libera emoniaco en la banda de reaccidn, la banda de li-

beracidn de gas debe estar impregnada con un material basico para

dar un pH de 10, por lo menos, en la banda de liberacidn de gas

cusndo estd mfmede. Se prefieren limites de pH entre 10 y 11. Cuan-
do el sistema reactivo contenido en la banda de reaccibn reacciana
con la sustancia bioquimica contenida en el liquido orgénico que

ge ensaya para dar snmhidrido carbdnico, la bande de liberacibn de
gas debe estar impremeade con un material dcido adecusdo pzra pro-
Guecir un pH menor de 4 en la bands de liberacidn de gas cusando es-
t4 himeds.

Cuando el ensayo se realize utilizando una tira de indicador
de acuerdo con egta invencidn, el liquido orgénico que'se ensaya
ge mueve, por accion capilar, en sentido ascendente por la tirs,
entrando primersmente en contacto con la banda de resccidn donde
tiene lugar la reaceidn y se forme un gas. Sste gas se disuelve -
inicialmente en el liquido con el cusl se satura la tira durante
el ensayo. El 1liguido que contiene el gas formado por la reaccidn
continua moviéndose en sentido ascendente por la hira, por accitn

capilar, hasta la bands de liberacidn de gas. In la banda de 1li-

w
i

beracidn de gas, debido a la presencia del mabterial con el que es-
t4 impregnade la banda, el pH del liquido cambia & un valor que

asegura la liberacidn completa del gas de la solucién. Ie benda de
liberacidn de gas en tiras de indicadar de acuerdo con esta inven-

cién proporciona una medicibn exacta de la cantided de la sustlan-

- 10 -
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cie bioguimica contenida en el lfguido orgémico que se ensaya,
pussto que asegura la liberacidn completa de le solucidn del gas
formado por la resceidn.

%1 material decido o bdsico empleado debe ser no higroseé-
pico ni delicuescente, no volétil, soluble en a@ua y estar exento
de toda tendencia al arrastre o efectos desiructores sobre el ma-
terial absorbente de la tira. Intre los materiales bdsicos adecua-
dos figuran los carbonatos, fosfatos y acetatos de metal alcalino,
tal como fosfato potésico, carbonato de litio, carbonato sddico,
cerbonato potdsico, acetato sddico, acetato potdsica, fosfato sb-
dico y snélogos. Bl carbonato potdsico es un material bdsico par-
ticulamente efectivo para uso en la banda de liberscidn de gas
en tiras preperadas pera la medicidén de nitrdgeno de urea en suero
u otros materiales que, bajo las condiciones del ensayo, dejan en
libertad amoniaco. Entre los materiales dcidos convenientes para
uso en la bania de liberacién de gas cuando se libera anhidrido car-
bénico bejo las codiciones del ensayo, figuran: dcido bengzédico,
doido 1ldctico, dcido fumdrico, deido salicilico, decido sulfosali-
cflico, dcido tartédrico, dcido oxdlico y anélogos.

Ta centidad de material dcido o bésico que ha de emplearse
tiene que ser suficiente para asegurar que se producird la libera-
cién de gas efective durante todo el periodo de ensayo, y ha de
ger guficiente pars superar toda basicidad o acidez en €. liquido
orzfnico que se estd ensayendo que se desplaza por accidn capilér
en sentido ascendente por la tira. En el caso de tiras de indica~-
dor para medir nitrdgeno de urea en 0,1 & 0,2 ml. de suero, es -
perticulernente efectiva la presencia de uma cantidad de carbonato
potdsico comprendida entre 0,05 y 1,0 mgrs., aproximademente.

ILa longitud de le bandae de liberacién de ges es nomalmente

la misma que le. de la banda de reaccibn, es decir, entre 0,95 ¥

- 1l -
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1,5 cm.

Ia banda de liberacién de gas se impregna de una msnera &né-

loga a la descrita al tratar de la impregnacidén de la banda de
reaccién. El material dcido o bdsico, en agua o preferiblemente en
una mezcla de agua y disolvente orgénico volédtil, se aplica en la
tira en el drea que ha de ser ocupada por la banda de liberacién
de gas y la tira se seca luegp pare eliminar el disolvente,

De zcuerdo con el aspecto de la presente invencidn ilustra-
do en la figura 2, las bandas de reaccidn y de liberacidn de gas
ge cubren sobre ambas superficies de la tira con cinta de cierre,
tal como olnta de papel sensible a la presidn. H1l uso de cinta es
particulammente conveniente por varias razones. In primer lugar,
sirve para dar rigidez a la tira en la regidén donde se humedece
con el 1liquido orgénico que se estd ensayando. Sin el uso de la
ointa, la tira tiene tenlencia a hundirse contra los lados del tu-
bo donde se realiza el ensayo, con la posibilidad de que, par 1=z
accibn capilar, el liquido del cuerpo pueda no solemente esquivar
el 4rea de reaccidn, sino humedecer el drea de indicador, dando
luger asi a resultzados errdneos. En segundo luger, ls presencia de

la cinta impermeable al gas permite la liberacién de todo el gas
desde la parte superior de la bande de liberacién de gas, lo més

préximo posible a la bundae de indicador, mejorendo asi la execti-
tud ¥ la reproducibilided de los resultados. Por ultimo, la cin-

ta protege el enzima ureasa en la- banda de reaccidn del contacto

del aire durante el almeceneje de la tira y asegura una large du-
racién de la tira en almamcén.

Ia banda de barrera estd situada sobre la tira adyacente a
la bandz de liberacién de gas o separada de l2 misma por una ban-
da en blanco 2a segun se indica en le figura 2. E1 objeto de la

banda de barvera en la tire de indicedor de acuerdo con esta in-
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vencidn es prevenir el desplazemient6 'd;‘]_‘:{quido por aceidn capi-
lar en sentido ascendente de le tira. La presencia de una barrera
efectiva aseguraréd que cualguier cembio de color en le banda de
indicador se debe solamente &l gas liverado de 'Ja‘ bendsa de libera-
cidn de gas y no a la acidez o & le alcalinidad de cualquiera de
los reactivos contenidoy en las otras bandas de la tira. Puede
usarge cualquiera de log impregnantes depapel corrientes gue son
adecuados para prevenir el flujo capilar de liguido a travéds del
papel, parse oregr una bande de barrers efectiva en la tira de in-
dicador de acuerdo con esta invencidn. El impregnente usado debe ser
inerte, es decir, quimicamente esteble, y mantenerse tenazmente en
el material absorbente de la tiras. For ejemplo, la tira en el dres
qﬁe forma la banda de barrera puede impregnarse con materiales ta~
les como pinturs, barniz, esmaltes, compogiciones plésticas, y and-
logos. Fntre las composiciones pldsticas Utiles figuran polimeros
y copolimeros de cloruro de vinilo, acetato de vinilo, dcido acri-
lico y sus esteres, decido metilacrilico y sus esteres y andlogos.
Se ha encontrado que el metilacrileto de metilo polimerizado es
un pldstico particulemente .efectivo para uso en la creacidén de
ung bande de barrere en la tire de indicedor de la presente inven-
cifn. La longitud de la bandaz de barrera ha de ser suficiente para
asegurar que no hay desplazemiento de lfquido e través de la mis-
ma hecia la banda de indicador y, sin embargo, debe ser suficiente-
mente corta de maners que el ges desprendido de la bande de libera-
cibn de gas tenga que recarrer solo una corta distencia entes de
sfitrar en contecto con la bande de indicador. Se prefiere une lon-
gitud de C¢,15 a G,63 cm. |

De acuerdo con el aspecto de la presente invencidn ilustra-
da en la figura 2, en el que las bendas de resccidn y liberacién

de gms se cubrem con cinta pléstica, es conveniente proporcionar
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un drea controlada para liberacidn de gas desde el borde superior
de la bende de liberacidn de gas.

FPara crear ;a banda de barrera, el material impregnente se
aplica a la tira en el drea que ha de ser 'ocupada por la bgnda de
barrera. Para asegurar une viscosidad satisfacloria para impiegna-—
c¢ién, los impregnentes se aplican de modo corriente en Tfomma de
soluciones en disolven tes voldtiles y, después de impregnecién,
se deja secar le tira para asegurar la evaporacidn completa de
los disolventes. In el caso de impregentes tales como pintux;as
v barnices, la tira pucde someterse a ls accidn del calor duranmte
el secado para acelerar el curado del impregnante.

ILe tirae de indicador de acuerdo con la invencidn esté pro-
vista de una bande de indicador adyecenie a la bande de barrera.
Ia funcidn de la banda de indicador es absorber el gus liberado de
la banda de liberacién de gas y proporcionar un medio pers medir su
centidad. Bl férea de la tira ocupada por le bhanda de indicador se
impregns uniformemente con une sustencia adecuada para neutbtralizar
el gas desprendido(una gus tencia écida, cuando se libera amoniaco
y una sustancia bigica, cuando se libera esnhidrido carbbnico) y un
indicador adecuado pars cembisr de colar en el punto finsl de la
neutralizacidn o entes del mismo. Bl indicadar empleado ha de pre—
sentar un cambio de color fécilmente apreciable dentro de los 1i-
mites de pH alcanzados durante la neutralizacidbn que se produce en
la tira. Bste reaccidn tiene lugar en condicicnes précticemente se—
cas, puesto que la Unicz humedad presente es la que corresponde al
contenido de humedad en equilibrio del papel que, normalmente, es-
t4 comprendido dentro de los 1limites de 5 a 10%, en peso eproxima-
demente.

En el caso de tiras de indicador en gue el gas desprendido

es amoniaco { como sucede sl medir nitrdgeno de urea de suero) las
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sustancias dcidas que son agentes neutralizentes Utiles en la
bende de indicador comgprenden deidos tales como deido citrico,
deido oxalico, dcido wmldico, dcido sulfosalicilico, dcido ben—
zdico, fdeido tartérico y sndlogos. Lios limites de pH del indica-
dor emplesdo para marcer el punto finsl de la neutraligzacidn son
criticos. Tl indicedor tiene que estar completamente en la formma
deide en presencig de la sustancia deida presente en la banda de
indicador, idemds, el indicador tiene que estar completamente en
su forme bédsice s un pH no mayor que aquel en el que el amoniaco
no es ya absorbido en la banda de indicador. Se ha encontrado que
no hay ebsorcidn de amoniasco en papel impregnado con una sustancia
édcida & un pH mayor de 6,5, amoximademente. Asi, el indicador de-
be estar en su forms bdsica a un pH de 6,% o menos. Por lo tanto,
los indicadares Utiles abarcen azul de bromotimol, rojo de aliza—
rina 3, azul de bromofencl, pirpura de bromocresol, verde de bro-
mocresol, rojo de metilo ¥y anédlogos. Cuando la bende de indicador
se impregna con un 4ecido relativamentie fuerte, tal como dcido sul-
fosalicilico, se prefiere generalmente un indicador tal como azul
de bromofenol, puesto que cambia de color dentro de limites de pH
de 3 a 4,6. Con un dcido mds débil, tal como dcido citrico, da
resultado satisfactorio un indicador més alcalino tél como pur-—
pura de bromocresol, que cembia de color eatre limites de pH 5,2
a 6,7. E1 verde de bromocresol es un indicador preferido y una ti-
ra de indicezdor en la que la banda de indicador estéd impregnada
con dcido tartirico y verde de bromocresol, es particularmente -
efectiva para medir nitrdgeno de urea de suero.

En el caso de tiras de indicada en que el gas desprendido
es annidrido carbbnico, la banda de indicador se impsregna con una
sustancia bédsica adepiada para neutralizar el anhidrido carivdnico

desprendido y un indicader. FEntre las sustancias blgicas Utiles

- 15 -
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se incluyen carbonebtos, fosfatos y acetatos de metal alcalino tal
como fosfato potdsico, carbonato de litio, carbonato sddico, car-—
bonato potdeico, acetato sddico, acetato potdsico, fosfato sébdico
v andlogos. Bl indicedor ha de estar par completo en su forme bé-
gsica en presencia de la sustancia bdsice presente en la bande de
indicador y tiene que estar ftotalmente convertido en su forma dci-
da & un pH no menor que aquel en el gue el snhidrido carbbnico no
es ye absorbido en la benda de indicador. Zatre los indicadores

dtiles figuren fenolftaleina, timolftaleina, azul de timol, plr-

purs de metacresol y andlozos.

TIa bande de indicador se forma por cantacto de la %tira en el
4drea que he de ser ocugada por ia bandz de indicador, con una so-—
lucién en un disolvenste voldtil de la sustancis dcida o bidzsica y
el indicador, después de lo cual se seca la tira.

Como el gas deﬂpreﬁdidoyde 1s banda de liberacidn de gms se
valora realmente en la banda de indicador, es evidente que le sen-
sibilidad de la *ira de indicador puede variarse fdcilmente &jus-
tendo la cantidad de la sustencia dcida o Basica aplicada a la
banda de indicador. Para tiras de indicador de gran sensibilidad,
solo hay rresente en la bhanda de indicador una pequefia cantidad
de la sustancia dcide o bdsica, mientrss gue, para tiras destina-
das & medir mayores centidades de la sustancia biogquimica cante-
nida en el liquidp orgénico, se utiliza wna cantidad meyor de sus-
tancia dcida o bésica. La centidad de sustancie 4cida o bdsica epli
cads para fomar ls banda de indicadoar se ajuste veriando la con-
centracién de 1= solucidn lupregnente o el volumen aplicado & la
tira, o ambasz cosas.

El cambio de cclor cue se observa en la bands de indicador
es proporcionel e la canlbidad de gas desprendida de la banda de

liveracidn de gas la cual, & su vez, es oroporcional a la canti-
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dad de 12 susteancisa bioquimice contenidu en el liquido orgdnico
que se estd ensayando. Con una concentraceidn pequelle de la suse
tancia bioquimica, la banda de indicador cazmbia de color solo
sobre una proporcidn pequefia de su longitud, mientras que con
concentraciones progresivamente mayores, exhiben un cambio de
color proporciones cada vez mayores de la longitud de la banda
de indicador. Asi, pues, la tira de indicador de esta invencidn
proporcicna medios paré medir con exactitud la cantidad de la
sustancia bioguimice contenide en el liquido orgdnico que se es-
t4 ensayando.

De acuerdo con la reslizacidn de la presente invencidn ilus-
trada en la figura 2, ge proporcima une venda en blanco o sin
impregner 4a por encima de la banda de indicadqr en lz parte su~
perior de la tira. Esto es caveniente pare proporcionar un é4rea
en la que la tira de indicador puedsa mentenerse sin posibilidad
de ninguna contaminacidén de la banda de indicador por sugtancizs
de las manos del técnico que esté realizando el ensgyo. La banda
en vlanco 4a debe tener preferiblemente una longitud de 1,27 cnm.,
por lo menos.

Al preparar tiras de indicador de acuerdo con la presente
invencidn, una hoja de material sbsorbente, por ejemplo, panel,
que tenge una anchura igual a la longitud de la tira sacabada,
puede impregnarse en lag dreas adecuadas con los diversos sis-
temzs reactivos necesarios para producir las bandas en el #drea
acabada, ¥ l2 hoja se sece para eliminer todos los disolventes
voldtiles vresentes en las soluciones impregnantes. Im la impreg-
nacidn, hay que tomar precauciones para asegurar que no hay su-
perposicién de los diversos sistemss reactivos aplicados. Jgs—
pues de secar; la hoja se corta trensversalmente en tiras estre-

chas que pueden secarse luego en dese-cadores y empaguetarse en

17
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cajes, en tubos de ensayo con tapdn o en otros recipientes ade-
cuados.
Al emplear les tires de indicedor preparadas de acuerdo con

la presente invencidn, se coloca una peguefia cantidad del liguldo

orgénico corporal que me quiere ensayer, por ejemplo 0,1 & C,2 ml.,

aproximadamente, en un pequefio tubo de ensayo que tiene una profun-
didad por lo menos ligeramente mayor que la longitud de iz ftira
de indicador. Se inserta lusgo una tira en el tubo con la banda
de reaccidn hacia el fondo y se deja cue transcurra la reaccién
Guranie un tiempo controlado. Al terminar el periodo de ensayo,
se-compara lz altura del color desarrollado en la banda de indice~
dor con un gréfico de colores patrén que se ha preparado previa~
mente realizando el ensgyo con una cantidad conocide del materisl
que se quiere ensayar., Como lz reaccidn produce un gas, es parti-
cularmente importente realizar el ensszyo al mergen de cualquier
corriente de mire que pueds dispersar el gas e impedirle que en-
tre en cantacto con la banda de indicador de la tira.

Los siguientes ejemplos que ilustran la weparacidn de tiras
de'indieador pare uso en le medicidén de nitrdgeno de urea en sue-

ro, se presentan pare explicar mds a fondo ls invencibn presente.
LJEMPIO T

Una hoja de papel Whatman 3 M, de 10,16 cm. de ancho, 30,48
cm. de largo y 0,4 mm. de espesor, se seleccioa para hacer tiras
de indicador dtiles en la medicidn de nitrdgeno de urea en suero.
Uno de los lados de 30,48 cm. se designe cowmo borde de refeiencia.

Se aplica une perla de solucidn de resina de metacrilato de
metilo (revestimiento claro Krylon N¢ 150, Krylon, Inc., Norristown
Pa. E.U.) sobre la hoja para impregnér el papel en una bvanda de

0,31 cm.. de ancho, situada a 3,81-4,12 cm. del borde de referenclsa.

- 18 -



La hoja se deja secar en aire en reposo para expulsar todo el
disolvente de Ja bandas impregnada {banda de barrera). Se apli-
ca una cemtided suficiente para saturar el papel.
Se prepara un extracte de ureasa, amortiguado a pH 7,6, de
5 12 manera sisuiente:
Se disuelven en ggua 616 mgrs. de I{é}H’O4, 63,2 mgrs, de
IiH2P04 v 0,1 ml. de amortiguador de acetato (preparado
mezclando 15 gramos de acetato sédico con 1 nl. de 4ecido
acdtico glacial y diluyendo a 100 ml. con agua) y se di-
10 Iuye en seva hasta 7 ml., de volumen final. El voluvmen se
llevs & 10 ml. por adicidn de alcohol etilico de GH%. Se
afiaden 3 gramos de harine de habus "Jjack® y la mezcla se
soite durante 15 minutoes a la temperatura embiente. Tl 11~
guido cremoso verde-suarillento se centrifuga bajo una -
15 fuerze de 1000 g. 2 0¢ . durante 1 hora para dar un ex-
tracto e ureasa axxlol*éiguado gnarillo translucido.
Bl extracto se aplica para imprespal la hoja en una banda
de 1,27 cn. de encho, a 0,63-1,89 cm. del borde de referencia.
La hoja se deja secar en aire en reposo & la temperatura embien—
20 te., Se necesita una cant'idad de Q0,5 ml., aproximedamente, de ex-—
tracto, | ‘
Se mplica luezo una solucidn de carbonato potésico 0,05N
en alconol etilico de 70% para impregnar la hoja en uha benda de
1,27 en. de ancho, desde 1,89-3,17 cm. del borde de referencia.
25 ' Ia hoja se deja secar nuevamente a la temperctura smbiente en aire
en reposo. Se necesite une cantidad de 0,48 ml. de solucidn.
%e aplica cinte de papel (cinta "Scoteh" N& 267, wwarillo,
Vinnesota Mining end Menufeeturing Co.), de 2,54 cn. de ancho,

con un rodillo de caucho sobre lz. tre de 0,63 a 3,17 cm. del hor-

30 de de referencia.
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La anchura de la hoja se reduce despuds a 8,25 cm. coriando
dicha distsncia desde el borde de referenciea,

Se aplica una soluciébn de 0,1 % en peso de pirpura de bro-
mocresol en 4cido cftrico 0,008 I en alcohol etilico de 954 en
una bende de 1,27 cm. -de ancho desde 4,12-5,4 cm. del borde de
referencia. La hoja se deja secar en aire en reposo. Se neceslta
wa centidad de 0,5 ml.de solucidn, eproximsdamente. La hoja se
corta despuds perpendicularmente al borde de referencia en 438 ti-
ras, cada una de 8,25 cm. de largo y 0,63 cm., de ancho. Las tiras
se empaquetan en tubos de ensayo Fyrex, se secan en un desecador

y se tapan los tubos.
BIBMPIO I1

Se emplea una hoja lérga de papel Whatmen 3 MM, de 8,25 cm.
de ancho y 0,4 milimetros de espeéor, cano material de reserva pa~
ra hacer tiras de indicador para medir nitrdégeno de urea suero.
Uno de los bhordes largos del papel se designa como borde de refe-
rencig.

Se aplica un extracto de ureasa amortiguado, preparado se-
gin se ha descrito en el Ejemplo I, para impregnar la hoja en una
bands de 1,27 cm. de ancho, ocupando la distancia desde (,63 a
1,89 cm. del borde de referencia. Se aplica una centided de 0,5
nl., de extracto por cada 30,48 cm. de papel.

Se aplica luego une solucién de 4,5 por clento de carbonato
potdsico en peso en alcohol etilico el 5C por ciento, sobre la
hoja, en una bands de 1,27 cm. de ancho que se extiende desde 1,89

a 3,17 cm. del borde de referencia. Je aplica une centidad de 0,5

ml. de la solucidén por cada 30,48 cm. de papel. Le hoja se seca g

tempersture ambiente en aire en reposo pars evaporar losg disolven-

tes presentes en las soluciones de carbonato poidsico y extracto
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de ureasa. Las porciones impregnadas de la hoja se cubren luego

por los dos lados de la hoja con una tirza de 2,54 cm. de anchurs
de cinta de papel {cinta "Scotch" H¢ 267, amarilla, Hinnesota
Mining and Manufscturing Co.). La'cinta de vpapel cubre de este no-
do la hoja en una banda desde 0,63 a 3,17 cm. desde el borde de re-—
ferencia.

Se aplica wna solucidn de resins de metacrilato de metilo
polimerizado (revestimiento claro Krylon N¢ 150, Xrylon, Inc.
Norrigtown, Pa., E.U. 2 partes - alcohol e%ilico - una parte) en
una cantidad suficiente para saturar el papel en unz banda de 0,31
em. de encho que ze extiende desde 3,681 cm. a 4,12 cm. desde el
borde de referencis. .

Se aplice luego wna solucién que contiene 0,2 por ciento de
verde de bromocresol en peso v 3,6 por ciento de dcido tartdrico
en peso en aleohol etilico de 95 por ciento, en una banda de 1,27
cm. de ancho cue se extiende desde 4,12 cm. a 5,4 cm. desde el bor-
de de referencia. Se necesite una centidad de G,5 ml. de solucidn
por cads 30,48 cm. de papel. La hoja se deja luego secar en aire
en reposo para evaporar los disolventes presentes en las solucio-
nes de regina y deido tartdrico-verde de bromocresol. Ia hoja se
corte luego perpendicularmente al borde de referencia en une serie
de tires ceda una de 8,25 cm. de largo y 0,63 cm. de ancho. Las
tiras de indicador resultantes se empaquetan en tubos de ensayo,

e seczn en un desecador v los tubos se tepan.
las tiras de indicador preparadas de acuerdo con los ejemplos

tienen las sigulentes caracteristicas, con referencia a la figira
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Referencia Descripeién Distencia desde el Tongitud de
borde de referencia la banda
(e ) (cm. )
la Bande en blanco 0 —=— 0,63 0,63
1 Tenda de reaccion(&) 053~ 1,89 1,27
2 Benda de liberacidn 1,89- 3,17 1,27
de gas (&

2a, Bande en blanco 3,17— 3,81 0,63
3 Panda de barrera 3,81— 4,12 0,31
4 Banda de indicedor 4,12— 5,39 1,27
da Banda en blanco 5,39=— 8,25 2,55

(&) Bandss cubiertas con cinte de papel (referencia 5)

Tirag de indicador prepauradas como se ha descrito anterior-
mente sirven para la determinacidn cuentitativa de nitrdgzeno de
urea presente en ¢,1 a 0,2 ml., de suero humano. La exactitud del
andlisis utilizendo estas tiraes es + 3 mgrs. de N de ures en 1C0
grs. de suero en el que los niveles de nitrdzeno de ures son del
orden de 10 & 60 mgre. /100 ml. de suero.

Al medir la centidsd de nitrdreno de urea presente en suero
utilizando wna tira de indicador .preparada como se a deserito en
los ejemplos enteriores, ge colocen 0,1 ml. de suero en un pequefio
tubo de ensgyo. El tubo debe tener una longitud total por lo menow
mayor de la de la +tira de indicador qué., como en el ejemplo, tiene
una iongl‘bud de 8,25 cm., Lo tira se inserta en el tubo de enssyo
que contiene el suero de tal menera que la bande en blanco la esté
en contacto con el suero. Se tapa entonces el tubo de ensayo, se
colocea en pogicidn verticel y, al cabo de 30 minutos, se compara
el agpecto de la baunda de indicador con un préfico de colores pa~
trén que se ha preparado haclendo el ensgyo con suero gue contengs

centidades veriables de nitrdgenc de urea.
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Tan pronto como la banda en blanco la entra en cantacto
con el suero contenido en el tubo de ensgyo, el suero comienza
a degplazarse en sentido ascendente por le tira, por accidn capi-
lar, y hacia la banda Ge reaceidén. Ia ureasa amortiguada conteni-
da en la benda de reaccidn reacciona con nitrogeno de urea presen—
te en el suero para formar amoniaco. Enpresencia del amortiguador
fosfato, el pH en la banda de reaccidn himeda es 7,6. In estas
condiciones, una proporcidén considerable del amoniaco fomado por
la reaccién quimica de ureasa con nitrdégeno de urea se disuelve en
el 1liquido que moja la banda de reaccidn. youl desplazemiento de 1i-
quido en sentido ascendente por la tira continde por accidn capi-
lar llevando liguido ¢ue contiene muoniaco disuelto hacia la banda
de liberscidn de gas. El carbonato potdsico presente en la banda
de liberacidn de gas se disuelve en el liquido que moja la banda
de liberacién de gas, haclendo que el pH sumente rapidamente a 10
o més. En estas condiciones alcalinas, el amonizco disuelto queda
en liberted en forma gaseosa y se desprende de la parte Superior
de la banda de liberacidén de gas, es decir, en el extremo superior
de la cintea de papel que cubre la banda de liberacidn de gas y la
benda de reaccidn. El emoniaco gaseoso liberado neutraliza la sus-
tancie dcida contenida en le banda de indicador originando un au-
mento en el pH en la handa de indicador con el cémbio de color resul
tante en el indicador. Debido a la pregencia de la banda de barrera
jue estd imvregnada con una regina de metacrileato de metilo imper—
meable, es imposible el flujo capilar del 1liguido alcalino presente
en la banda de liberacién de gas hscia la banda de indicador. Por
tento, todo cambio de color obgservado en ia banda de indicador se
debe solemente al smoniaco foxmado por la reaccibn de ureasa con
nitrdgeno de urea en el suero que s¢ ensayd.

Bl cambio de color observado en 1 bandas de indicador ocupa
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proporciones cada vez mayores de la longitud de la banda de in-
dicador a medida gue aumenta la concentracidn de nitrdgeno de urea
suero. For ejemplo, con un periodo de ensayo de 30 minutos, una
tira de indicador del Zjemplo II y 0,1 wl. de suvero, con un nivel
de nitrégeno de urea normal (10 mgrs. por ciento), la banda de
indicador acusa una coloracidn azul que se extiende en sentido as-
cendente aproximadamente 10 por ciento de la longitud de la bands
de indicador. A 30 ugrs. por ciento, una bande azul se extiende en
sentido agcendente aproximademente 30 por ciento de lia longitud

de la banda de indicador. & 75 ngrs. por ciento, la banda canpleta
de indicador es azul,

A niveles marcadamente elevados de nitrogeno de urea de sue~
ro, que pueden llegar hasta 9CQ mgrs. por ciento en casos de ure-
mia, se producird un cambio de color neto sobre la longitud total
de le bende de indicador en un tiempo de menos de 2 minutos des-
pués de que el suero alcenza la banda de liberacidn de gas. fszto
hace gque uns banda de indicador preparzda de acuerdo con este in-
vencidn sea extraordinarismente Util en cirugla préxima a la vejiga.
Ias tiras de indicador de acuerdo con esta invencidn son tanbién

tiles en la seleccidn masiva de grupos de poblacidn en los casbs
en que los métodos hasta ashora empleados haen resultado excesiva-
mente complicados.

Se gobrentiende que la descripcidn detallada precedente se
da simplemente & titulo ilustrativo y que pueden introducirse mu-
chas variaciones sin apartarse del espiritu de la invencidn.

Bsta solicitud que corresponde a lss presentadssen los Ssta~
dos Unidos de imérica el 13 de Merzo de 1959, bajo el Nim. 799.368
y 25 de Enero de 1960, bajo el Nim. 4566, se acoge a los heneficios

del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industiial.
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Los puntos de invencidn propia y nueva que se presentan pa~
ra que sean objeto de esta Patenle de Invencidn en Espafin, por -
VAINTE afios, son los siguientes:

1¢4= Un dispositivo indicador de ensayo para determinar cuan-
titativémente la cantidad de una sustancia bioguimica en un fluido
del cuerpo, caracterizedo por una tirsas de material gbsorbente im-
pregnada ca une pluralidsd de sistemas reacitivos en bandas que se
extvienden a l1lo ancho de dicha tira, comprendiendo dichas bandas una
primeras banda de reaccidn en un extremo de diche tira uniformemente
impregnada con un sistema reactivo adaptado para sufrir una reaccidn
con dicha sustencia bioquimica para fomar un gss, una segunda ban-
da adyacente & la primera banda de reaccidn citade, uniformemente
impregnada con un material destinedo a liberar gas desde solucidn,
una tercera bande adyacente a dicha segunda banda unifornnemente im-
pregneda con un impregnante inerte destinado a impedir el flujo ca-
pilar a través de dichz tercora banda y una cuarte banda adyacente
g dicha tercersa banda uniformemente impregnzds con un indicador
destinado o cembiar de color en un greso vroporclonal a lz canvi-
dad de dicho gas Tormada por dicha reaccidn.

28,~ Un dispositivo segin el punto 1¢, caracterizado porque
diche péimera banda de reaccidn esté esPaciada desde un extremo de
dlcha tira por una estreche banda no impregnada.

3Ce~ Un digpogitivo sezln los puntos 1¢ o 2¢, caracherizado
porgue diche tercera benda esté espaciads de dicia segunds bants
por ung egtrecha bande no impregnada.

42,~ Un dispositivo segin cualquiers de los puntos anterio-
res, caracterizado porque las partes de dicha tira ocupadas por

d3chas hendas orimera y segunda egtin cubiertas o ambos lados de
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dicha tirs con capas adherentes de cinta sensible a la presidn.

5¢,= Un dispositivo segin cuvalguiera de los puntos anberio-
res, caracterizedo porque la primersa bande de reaccidn estd uni-
formemente impregnada con un sisvema reactivo destinado a sufrir
una reaccidn con dicha sustancia bioguimica pera fomar =mmoniaco.

6%~ Un dispositivo segin cualguiera de los puntos enterio-
res, caracterizado porque la seganda banda estd uniformemente im~
pregnada con un material bdsico.

¢,—- Un dispositivo segn cualquiera de log puntos anterio-

res, cafacterizado porque el gistema resctivo en dicha priniera ban-
da comprende urease y un tampén destinado a mentener el vH dentro
de dicha primera banda de reaccidn entre eproximademente 7 y apio—
ximadsmente 8 cusndo esté mojado con dicho flufdo.

8¢e~ Un dispositivo segin cualquisera de los puntos anterio-
res, caracterizado porque diche segunda banda estd impregnada uni-
formemente con un material bésico destinedo a mantener el pH den-
tro de dicha segunda bande a por lo menos 10 cuando estéd mojede
con dicho fluido.

9¢,~ Un dispositivo segln cualquiers de los puntos anbterio-
res, caiacterizado porgue dicha cuarta benda estd uniformemente
impregnada con une sustancia deida y un indicador destinado a cam-
biar de color dentro de la gama del pH por debajo de 6,5 aprox-
madamente.

10¢.~ Un dispositivo seglin el punto 9¢, caracterizado por-
que dicha sustancia dcida es deido efcrico, tartdrico o sulfosali-
cilico y dicho indicador es pirpura de bromocresol, verde de bro-
mocresol o azul de bromofenol.

119.~ Un dispositivo segin cuelquiera de los punbtos 19 a 4¢,
caracterizado porque la primera bhande de reaccidn estd impré@adé

uniformemente ca un sisteme resctivo destinedo a sufrir reaccidn
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con dicha suztencie bloguimica para fomar bidxido de carbono.

12¢,~ Un dispositivo seglin el punto 11¢, caracterizado por-
que la segunda banda estd unifomemente impregnada con un material
deido,

13¢,~ Un dispositivo sezlin cualquiera de los puntos anterio-—
res, caracterizado porque dichas bandas primera y segunda esthn
cubiertas & ambos lados de dichas tiras por capas adherentes de
cinta sensible a la presi én. .

14%,~ Un dispositivo segdn cualquiera de los puntos anterio-
res, caracterizado porque diche primere bauda de reaccidn tiene
une longitud de unos 10 mms. a unog 16 mms. y estd separada desde
un extremo de dicha tire por una bunde no imopregnzda que tiene una
longitud de aproximademente 3 mmeg. a aproximademente 10 mms., dicha
segunda bends tiene una longitud de unos 10 mms. a aproximadémente
16 mms., diche tercera banda tiene una longitud de unos 1,6 mms.
a aproximadamente 7 mms. y esti separada de dicha segunda banda
por una bande sin impregnar que tiene una longitud de unos 3 mms.
a unos 10 mms. y dicha cuarta banda tiene una longitud de unos
10 mms, o unos 16 mms. ¥y estéd seperada del extremo opuesto de di-
cha tira por una distancias de por lo menos 12 mms.

15¢,~ Un método para determinar cuentitativamente la canti-
dad de una sustencia bioguimica en un fluido del cuerpo, csaracte-
rizado por ailmadir un volumen peguefio y medido de dicho fluido a
un tubo de enssyo, insertar en dicho tubo de ensayo una tira de
un material absorbente impresnsdo con une plurealidaed de siztemas
reactivos en bandas que se extienden a lo ancho de la tira; com-
prendiendo dichas beandas una primera bendea de reaceidn en un ex—
tremo de dicha tira uniformemente impregnade con .u;n sistema reac-
tivo destinado a sufrir una reaccidn con dicha sustencia biogui-

mica parsz former un gas, une segunda banda adyacente a dicha pri-
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mera banda de reazccidn, uniformemente impregnadaz con un material
destinedo a liberar dicho gas desde solucidn, una tercera banda
adyacente g dichae sesunda bende uniformemente impregnada con un
inpregnante inerte destingdo a impedir el flujo capilar a través

5 de dicha tercera benda y una cusrta banda edyscente a dicha  ter-
cera banda impregnads uniformemente con un indicador destinado &
canbiar de color en un grado proporcimal a la cantidad de dicho
gas formado por dicha reaceidn, siendo dicha tira insertada en
dicho tubo de ensayo de menera que dicha primera banda de reaccidn

10 sea mojada con dicho fluido y, despues de un intervalo de tiempo
definido, comparar el color desarrollado en dicua cuarta banda con
una carte de colores patrdn.

162,~ Un dispositivo indicedor de ensayo para determinar uma
sustencia bioguimice en un fluido del cuerpo.

15 Tal y como se ha descrito en la Memoria cue antecede, repre-—
sentado en el dibujo que se acompalia y con log fines que se han es-
pecificado. |

Tsta Memoris consta de veintiocho hojas escritas a mdquina

por unea sole cara.

Madrid, 91 #A% 1960
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