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MEMORIA DESCPRIPTIVA

de una PATENTE DE INVENCION a favor de C.F.
BOEHRINGER & SOEHNE GmbH, de nacionalidad ale
mana, domiciliada en MANNHEIM-WALDHOF (Alemania)
por PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE UN MEDIO
DE DIAGNOSIS PARA EL RECONOCIMIENTO DE GLU

COBA",

Desde hace tiempo es sabido que se puede reconocer la glucosa en
quidos fisioldgicos (sobre todo en la orina) por el sistema glucose~oxidasa +
peroxidasa + cromdgeno (método GOD/POD), Unos medios de diagnosis al efec
to, on los que un soporte absorbente (por ejemplo papel filtro) se impregna con
el mencionado sistema, se describen en la patente alemana n? 1,075.869.

Asimismo es sabido que en el reconocimiento de glucosa por el mé-
todo GOD/POD, los {cidos reductores ({cide ascérbico, dcido drico, £cido glu-
curdnico) existentes en la orina tienen a veces efecto perturbador. Segin ses la
concentracidén de estas sustancias perturbadoras pueden en parte resultar comple

tamente exrdness las concentraciones en glucosa obtenidas. Desde el punto de -
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vista médico es de todo punto necesaxio que semejante medio de diagnoui_sr permita

" en todos 108 casos hacer una apreciacién bastante segura y reproductible de la «

cantidad de glucosa en la orina; una concentracién de 30 mg% y més deberfa poder
so recénocer siempre con exactitud, dado que a esta coqcentracidn tione lugar un
cambio de glucosuria fisiolégica a patoldgica. Sin embargo con los papeles indica
dores de glucosa usados corrientemente hasta ahora, no siempre es posible un cam .
bio con este lfmite de reconocimiento, Segén han revelado nuestras propias inves- |

tigaciones; en ocasiones se dan incluso orinas en las que unas concentraciones de

:200 mg5 de glucosa no dan ninguna indicacién positiva. Otras, en cambio, acusan
concentraciones demasiado escasas, por lo que o los diabéticos no son reconoci -
dos como tales o se obsexva y se somete a una terapéutica un estado de metabolis-

. .mo que no responde a las condiciones reales: La terapéutica por vitamina C se ha

extendido hoy dfas hasta tal punto, que siempre hay que contar de nuevo con estas

posibilidades perturbadoras; esto es vdlido también, por supuesto, para el caso -
de una aportacién aumentada de frutas y verduras que contienen vitamina C.

Se ha descublierto ahora que pueden evitarse estas indicaciones erré ,
neas s8i el papel indicador de glucosa 1) se combina con un papel intercambiador - '
de aniones 2) do tal modo, que el liquido a ensayar los atraviese por el orden -

2) ===7 1), El medio de diagnosis sugerido por el invento consiste, por consiguien

te, on un soporte absorbente 1) que estf impregnado con glucosaoxidasa + peroxi =

i k;a;:a + cromégeno, y en un soporte absorbente 2) que contiene un intercambiador = -

"'de aniones,

En la siguiente tabla se han recopilado los resultados obtenidos en -

ﬁlgﬁnas‘orinas seleccionadas (asf como en las correspondientes soluciones acuosas),

(ﬁomo se desprende de ella, con el medio de diagnosis sugerido por el invento se = .
puede reconocer glucosa en solucién acuosa en el mismo margen de concentracién

que con los papeles indicadores conocidos hasta ahora, o sea a partir de 20 a 30

_ mg#, Las soluciones acuosas examinadas contenfan cloruro sédico, fosfato y urea
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en las mismas concentraciones que se dan en las muestras de orina, Si a las mues
tras de orina humana y animal se agrega glucosa, con el papel indicador segén el

invanto se vuelve a encontrar siempre exactamente la cantidad de glucosas sn las

muestras examinadas de orina de diabéticos se obtienen también resultados suscep

tibles de una valoracién sensiblemente mejor, si el papel indicador de glucosa se
combina con un papel intercambiador de anbnes, faciliténdose asf dar un diagnésti

co perfecto y también controlar el estado de metabolismo. Llaman particularmente

1a atencidn los diferentes resultados de las muestras de orina conteniendo £eido «

ascérbico empleadas en este casot 36lo haciendo uso del medio de dingnosis sugeri

do por el invento se obtienen siempre resultados de confianza, mientras que con el
papel indicador de glucosa habitual fueron negativas prdcticamente todas las mues~
tras de orina examinadas, es decir, que se diagnosticd erréneamente una aglucosu
ria, |
Tabla: Determinacién de glucosa por el métode GOD/POD (la concentracién de « -
glucosa sefialada en lz 22 columna fué determinada por el método &o hexo= -
quinasa).
I = papel indicador segin el invento
II = papel indicador corriente
# = ninguna coloracién
(#) = Aébil coloracién

+ = coloracidn claramente apreciable
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Cono, de

kasultado (mg?)

Tiempo
Sul_)strato g};«‘.:‘(;z)a (min.)' con I con Ii
Glucosa en solucién 10’ 3 ¢ g
acuosa [-; 2% urea, 20 3 (%) #
0,9% cloruro sddico, 30 3 $ +
0,1 M amortiguador 40 -3 L 4 +
de fosfato SCERENSEN 50 3 + +
(pH 6/ 100 3 % $
idem, adem£s 50 mg#% de 10 3 ¢ ¢
4cido ascérbico 20 3 ) ¢
30 3 4 #
40 3 3 g
50 3 + g
100 3 + g
150 3 + [
200 3 + (+)
300 3 K 4
Muestxra de orina de
CONEJO 1. 0 3 ¢ ¢
: 50 3 .50 25
100 3 100 50
200 3 200 100
2. 0 3 ¢ [/
50 3 50 @
100 3 100 ¢
200 3 200 ¢ (trazas)
3. 0 3 ¢ ¢
50 3 50 ¢
100 3 100 g
200 3 200 # (trazas)
4, 10 3 ¢ g
20 3 g +
30 3 ) 4
40 3 + +
50 3 4 4
100 3 + 4
10 1 ¢ @
20 1 g 4
30 1 (+) +
40 1 + +
50 1 + +
100 1 + $

L - e -~ -~ .. L ]
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Continvacidn de la tabla .
Substrato Cg?l::;si‘ Tiampo Resultado (mg#)
(mg%) (min.), con } con 11
Muestrza de orina de
PERRO 14 ) 3 ¢ g
: 50 3 50 ¢
100 3 100 )
200 3 200 ']
2. 0 3 ) #
50 3 g ¥
100 3 50 ¢
200 3 150 ]
3. 0 3 g #
50 3 50 9
100 3 100 @
200 3 200 trasas
Muestra de orine
HUMANA 1. 0 3 ¢# g
50 3 30 trasas
100 3 100 %0
200 3 <200 100
2 (¢} 3 ﬂ ¢
50 3 30 .
100 3 100 30
200 3 < 200 50
30 0 3 .- ﬂ b
50 3 > 50 trasss
1¢0 3 100 25
200 3 200 ~ 50
4, 40 3
50 3y s0/100 ~ 50
100 3 100 < 100
200 3 > 200 100
5 0 3 ¢ é
‘ 50 3 50 #
100 3 100
200 3 200 < %0
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Continuacién de la tabla
Conc. de
Tiempo Resultado (mg#)
Substrato gt:;ﬁ; (min.) con 1 con I
Muestra de orina 1o 0 3 ¢ g
HUMANA después de atia~ 50 3 - trazas ¢
dir 1 g de dcido ascérbico 100 3 100 ¢
per os. 200 3 100 ¢
{oxtraceién de orina 2 h
después de la administrae
cién) 2. 0 3 ¢ ¢
50 3 trazas [/
100 3 100 ¢
200 3 200 trazas
3. 0 3 ¢ ¢
50 3 trazas @
100 3 100 ¢
200 3 200 ~50
Muestra de orina 1. 19,50 3 trazas [}
DIABETICA 2, 21,40 3 < 50 ¢
3. 36,62 3 £ 50 trazas
4, 45,00 3 50 ¢
5. 56,70 3 £ 100 4,100
6. 59,00 3 100

Es ya conocido que el £cido ascérbico y el £cido drico de efecto in -
hibidor sobre el sistema encimftico GOD/POD pueden separarse de la orina con un
intercambiador de iones de lecho combinado y que 2 continuadﬁn puede hacerse una
determinacién cuantitativa de glucosa en la orina con uno de los llamados "autoana~-
lizadores® (ofr, Logan y Haight, Clinical Chemistry 11/1965, pag. 367=377). Pox"
lo tanto, en este procedimiento, las muestras d e oﬁna han de ser tratadas prime-..
ro con una mezcla fatima de un intercambiador de cationes y ur intercambiador de
aniones fuertemente bdsico, antes de poder sexr sometidas a la reaccifn de recono-
cimfento proplamente dicha. En cambio, con el medio de diagnosis sugerido por el
invento no se emplea mds que un soporte absorbente que contiene un intercambiador -
de aniones, y que est{ unido directamente al soporte del indicador; aqufla orina a

examinar tiene que atravesar el papel intercambiadox por el principio de un =
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cromatograma ascendente con papel, producidpdose la reaccién de color en el mo-
meutn de llagex al papel reaccionante. No era de esperar tan sencillamente que por
esty simple medida llegase a mejorar tan decisivamente el reconocimiento de gluco-
sa del medo descrito m4s arriba, que rosultase apropiado para diagnosticar la dige
betes. Es sorprendente sobre todo con relacidn a 1z mencionada publicacidn ante -
rior, 1a cual se ocupa exclusivamente do la determinacién de glucosa en orinas pa-
tol&glcas.. que cou la tira de papel indicador sugerida - por el Invento se produzea
una reacecidn de color que pueda reproducirse a pii'ti'r de una determinada concen-
tracién do glucose, siendo asi ton sélo posible formular el diagnéstico do "diabe;es".
=1 medio de diagnosis sugerido por ¢l invento puede prepararse de mo -
do sencillo counbinando na soporte 1) absorbente covriento, jue est{ impregnado
con glucosaoxidasa 4 peroxidasa 4 cromégeno, con otro scporte absorbente 2) que
contiene un lntercambiador de aniones. Por ejewplo se pueden pegar entre s? dosg
tiras dae papel filtxo do tal modo, que ol Mguido a analizer paso por ellas en el oxr-
den 2) - 1) (ofr, tigure 1), Puede realizarse una manipulacién particularmente
eémoda e bigidnica pegando o soldando las dos tiras de papel {iltra, conforme al mo
delo de utilidad espafiol n? 116,115 al borde de una lmina de pléstico 3) (cfr. ﬂg‘ﬁ-'
ra Jla y b) o segdn el modelo de utilidad alemdn 1.852.316 selldndolas sobre una 14
mina de plstico 3) {elr. tigura I1};

Las tirag indicadoras 1) de glucosa empleadas para el medio do diagnosis -
sugerido por el invento se confeccionan corrientemente por lmpragnacién del sopor
te absorbente con una solucidn acuosa o slcohélica de glucosaoxidasa, peroxidasa,
y un indicador colorante apropiade, por ejemplo o-tolidina, y eventualmente con ~
un anortiguador (cfr. petente alemana 1.075.869).

Como soporte absorbente 2) pueden emplearse los papeles comerciales
intercambiadores de aniones, incorpordndose al efecto en la textura resinas finaw

mente pulverizadas de intercambiadores con grupos de amonio cuaternario o grupos
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amino primarios o secundarios (por ejemplo Amberlite IRA 400, Forma c1® » gra-
do SB-2). No obstante los papeles intercambiadores de lones a base de celulosa -
modificada con grupos amino terciarios también estdn indicados para la combina -
cién sugeride por el invento (por ejemplo Whatman Paper Chromedia DE &1).

Para las 1{minas 3) pueden utilizarse sistemfticamente todos los plés~
ticos insolubles en agua, por ejemplo, clorur_o de polivinilo, éstex politerettdlico,
éster politereftflico recubierto con capa de polietileno, polipropileno, superpolia
mida, El factor decisivo para la eleccién del pléstico apropiado es en primer lugar
su buena soldabilidad y, naturalmente, también su precic. Por lo mismo se emplean
de preferencia léminas de cloruro de polivinilo y ésteres politereftflicos recubiers
tos con capas de polietileno, La soldadura de las tiras de papel se hace, como es.
sabido, bien por el método de impulsos de calor o por ol de contacto térmico o por
alta frecuencia., Para destacar especialmente las reacciones de color, si se quiere
se pueden tefiir las 1minas de pldstico con colores de contraste. Se tienevtambﬁ'n.
Ia posibilidé.d do emplear en lugar de las 1fminas, un papel forrado con pldstico , -
con lo que las tiras reactivas tienen entonces un fondo opaco.

Ademds de papol filtro se pueden emplear también, por supuesto, otros
soportes absorbentes, tales como papel amianto o barritas de material poroso; sin
embargo los papeles filtro son los més prdcticos y 10s que se manejan con mayor fa
cilidad.

En el dibujo adjunto se muestran unas formas de realizacién preferen=-
tes del medio de disgnosis sugerido por el invento.

Figura Is ejecucién sencilla,
Figuras Ila y bs modificacién con 14mina de pl{stico sellada a un lado,
Figura I modificacién con 14mina de pldstico sellada encima.
Significado de los signos:
1 = papel indicador de glucosa
- 2"= papel intercambiador de aniones

3 = l4mina de pldstico
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Se reivindica como nuevo y de propia invenciéns

1.~ Procedimiento de obtencién de un medio de diagnosis para el re-
conocimiento de glucosa, caracterizado por la combinacién de un soporte absorben
te 1) que est{ impregnado con glucossoxidasa 4 peroxidesa 4 cromégeno, y un so -
porte absorbente 2) que contiene intercambladores ‘de aniones,

2.= Procedimiento segfin lo reivindicado en el punto 1, cavacterizads
porque los dos soportes absorbentes 1) y 2) son tiras de papel filtro,

3.~ Procedimiento segffn lo reivindicado en los puntos anteriorves, cam
racterizado porque las dos tiras de papel filtro estdn unidas una a otra de tal modo_,
que el lfquido a analizar las recorra por el orden 2) == 1),

4.- Procedimiento segin lo reivindicado en los puntos anteriores, ca=
racterizado porque las dos tiras de papel filtro estdn soldadas o pegadas al borde
de una 1mina de plfstico, o selladas sobre una 1{mina de pidstico.

5.~ PROCEDIMIENTO DX OBTENCION DE UN MEDIO DE DIAGNOSIS
PARA EL RECONOCIMIENTO DE GLUCOSA.

Tal como se describe y reivindica en la Presente Memoria Descripti-
va que consta de nueve hojas escritas a mfquina por una sola cara y de sus corres-

pondientes dibujos.

Medria, 27 JUN. 1967
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