29.12.67

PI- 36.711

_ Ne 9423
3 4 7 @ 9 2 MEH: 1w
Deutsch et al case
1-X=HL 2660
Memoria descriptiva .
para solicitar PATENTE DE INVENCION por 20 afios

a nombre de SMITH KLINE & FRENCH LABORATORIES

entidad / de nacionalidad norteamericana

con domicilio en 1500 Spring Garden Street, Filadelfia,

Pensilvania, Estados Unidos de América.

por: "METODO DE PHREPARAR UN MATERIAL DE ENSAYO SOLIDO Y
ESTABLE PARA DISOLVER EN AGUA" (Clase Intbernacional
GO1n).



10

15

20

25

30

" 29,12.67

T sraam %

El presente invento se refiere a reactivos y
mezclas de reactivos Gtiles para detectar y medir fosfata-
sas alcalinas y dcidas en liqﬁidos bioldgicos, tales como
suero, y a métodos para emsayar liquidos bioldgicos utili-
zando estas mezclas de reactivos.,

Ta sal disddica del dcido para-nitrofenilfosfori-
co (p-NPP) es conocida en la téenica como sustrato para
esta reaccidn enzimitica. Sin embargo, su estabilidad en
forma seca es limiteda, y tambidn es mas dificil de prepa-
rar que las sales agui descrités.

Se ha encontrado que se ha de preferir en gran
manera como reactivo estable una sal de alcohilamina del
dcido para-nitrofenilfosfdérico. Preferido de forma maxima
a causé de su mayor solubilidad es la sal de tris(hidroxi-
metil) amino metano de p-NPP, seguida por la sal de di(ci--
clohexilamonio).

Egta salles muy estavle y puede ser hecha dispo-
nible en forme de cantidad;s'unitarias en recipientes o
cdpsulas de papel metalizado. Cada una de estas unidades
contendrs justemente la centidad suficiente del material
de ensayo pare realizarun (nico ensayo de una muestra,

ELl ensayo en cuanto a fosfatasa alcalina estd
plagado especialmente de dificultades para determinar los
cambios de proporcidn. Hasta ahora, los ensayos de fosfata-
sa disponibles han proporcionado s6lo un margen extremada-
mente estrecho de unidades de enzima entre los valores nor-
males y losanormeles, En el pasado, este andlisis ha dado
lugar a frecuentes errores en las determinaciones,

Se ha descublerto adicionalmenie que empleando

sugtancias polivalentes y polimeros de sustancias poliva-
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lentes, de con uno a cinco grupos hidroxilo por unidad no-—
nomérica, hay un acrecentamiento hotsble de la sensibili-
dad del ensayo convencional para foafatasas, empleando una
gal del p-~NPP como sustrato. Egte acrecentamiento de velo
cidad de cambio se efectla por un factor de al menos 2 6
mgs, sin ningln cmmbio observable en la cindtica de orden
cero.

Compuestos representativos de las sustanciaé
polivalentes més Gtiles en este invento son manitol, sorbi-
tol, inositol, lactosa y sacarosa, prefiridéndose maximamen-
te el primeramente citado.

Betos agentes auxilizres se muestran activos en
la reaccidn enzimdtica; mds alm, parece que también aumen-
tan la estabilidad dei material de substrato. Se ha encon-
trado que la cantidad de agenfe auxiliar que ha de ser afia-
dido puede variar dentro de un amplio margen, ya que el
efecto beneficioso es aproximadamente proporcional a la
cantidad de sustancia polivalente diSponible en el regeti-
vo de ensayo. Parece ser que el limite superior es la solu-
bilidad de la sustancia particular en azua a la iemperatu-

ra a la que se han de efectuar las determinaciones, gene-

ralmente aproximadamente 372C, Se ha establecido en expe-~

rimentos reales que se logran resultados apreciables g par-—
tir de una cantidad tan pequefia como unos pocos miligramos
de agente guxiliar por cada mililitro de reactivo de ensa-~
yo diluido en agua que he de ser combinado con la muestra,
hasta la solubilidad conocida de esta agente auxiliar en
agus. En el caso del manitol, ésta oscila entre 25 g 180
mg por ml de reactivo de emsayo diluido en agua.

Ademds, se pueden afiadir tampones y activadores

-3 -
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metélicos apropiados al reactivo pars proporcionar una mez-
cla reativa total. Con el fin de realizar unensayo, se se-
lecciona un envase que contiene los materiales de ensayo
para realizar el ensayo particular. Los materiales de ensa-
yo conteinidos en el envese han sido medidos previamente y
tienen unaectividad previamente determinada.

Correspondientemente, éstos pueden ser disueltos
dirvectamente en una cantidad normalizada de agua para for-
mar un reactivo liquido. Este reactivo liquido es mezclado
entonces con la muestra bioldgica para producir uns reac-
cidn enzimdtica. La exbtensidén o la velocidad a la que se
desarrclla la reaccidn serdn una funcién del grado o de la
cantidad de actividad de la incognita original,

Bn una realizacién preferida, el material de en~
sayo es disuelto para formar un regctivo liquido y el reac-
tivo es mezelado con la muestra, el substrato reaccionara
con la cantidad incognita ge>enzima. La cantidad del sgbs-
trato contenido en el reactivo es suficiente para permitir
que el substrato sea influenciado a una velocidad constan-
te. Como resultado, el fmico factor que limita la veloci-
dad de reaccidn de ensayo serd la cantidad o grado de ace
tividad de la enzimg incognita que ha de ser medida.

El sustrato pnenetra en la reaccidn y se disocia
o rompe el enlace de éster. La extensidn en que es conver-
tido el substrato estd,determinads por le extensién en la
que avenzs la reesccidn de ensayo. ElL sustrato puede ser
convertido facilmente desde dcido para-nitrofenilfosférico
en para-nitrofenol. El subsfrato absorbe luz con ung longi-
tud de onda que es diferente de la del producto.As{, midien-

do la densided éptica con la lbngitud de onca designada, se

-4 -



10

15

20

25

30

29412.67

Zpuede determinar la cantidad convertida del substrato. Mas

iespeoificamente, midiendo la cantidad de cambio o veloci-

.dad de cambio de la densidad Gptica a la longitud de onda

designada, se puede medir la cantidad o velocidad de la

reaccidn de ensayo. Se ha encontrado que las sales de

p-NPP son transparentes en el mergen de 300 a 415 milimi-

cras, mientras que la forma convertida de (para-nitrofenol)

" muestra absorcién de luz en el margen de 390 a 420 milimi-

cras con un velor maximo a una longitud de onda de aproxi-

madamente 405 milimicras en soluecidén alcalina. Empleando

~este substrato, se puede observar la reaccidn de ensayo

"midiendo siempre la densidad dptica en este Gltimo margen

de longitud de onda.

. L]
Se puede obtener dcido para—nitrofenilfosférico7

" (p-NPP) libre por cualquier procedimiento normal, tal co-

mo el paso de una sal de metal alcalino de p-NPP a través

de una resina de intercambio catidnico, por ejemplo resi-

~na Dowex 50, en la forma 4cida.

. Generalmente, las sales de amina de los dcidos

~ para-nitrofenilfosfdéricos también pueden obtenerse hacien-

do reaccionar una amina gpropiada con uns sal de metal

gloalino de dcido pars-nitrofenilfosfdrico. De esta mane-

- ra, la sal de amina del dcido para-nitrofenilfosférico pue-
 de ser precipitada por concentracidn, o por la adicidn

de un digolvente orgénico.

Alternativemente, el dcido paran-nitrofenilfos

- férico libre es neutralizado con la amina gpropiada en so-

lucidn, y es precipitado por la adicidén de un disolvente
organico, o es evaporado hasta que comience la cristali-

zacién., Ia correspondiente sal de amina de dcido para-ni-

-5~
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¥ A% 2ha 1

trofenilfosfdérico es lavada, recogide y secada.

Las sales de amina particulares empleadas depen-
derdn de su disponibilidad y de su aptitud para estabili-
zar p-NPPA bajo las condiciones de ensayo. Las sales se
escogeran normalmente entre una clase que incluye aminad

alifdticas, aminas alcohilicas aliciclicas, aminas hidro-

" xislecoh{licas, aminas arilicas y aminas arslcohilicas.

Entre las amines alcohilicas se encuentran las
monoalcohilicas, dialcohilicas y trialcohilicas, con 1 a
18, preferiblemente 1 a 6, atomos de carbono en 1os grupos

alcohilo, Ejemplos sespecificos son metilamina, etil amina,

" tributilamina y dipropilamina.

Entre las aminas alcohilicas.aliciclicas se en-
cuentran mono-ciclohexil amina, diciclohexil amina, y tri-
ciclohexil smina.

Entre lag aminas hidroxialcohilicas se encuen-
tran las que tienen de 2 g 12 atomos de carbono, preferi—;
blemente 2 a 6 &tomos de carbono, en dichos grupos alcohi-
lo, de las cugles son ilustrativas la monoetanclamina ¥y
el 2-amino~-2-hidroxime$il-1, 3~-propano diol.

' Ias aminas aralcohilicas, con 5 a 15 dtomos de
carbono, preferiblemente 7 a 9 dtomos de carbono, estén
ilustradas por lg monobencil amina.

Ia preparacidén y utilizacidn de los reactivos
de este invento estdn ilustradas por los siguientes ejem-
plos. '

BJEMPLO 1.~ Preparacidén de para-nitrofenil fos-

fato de di(oiciohexil amonio).~ Una solucidn de 12,5 g de

para-nitrofenilfosfato disddico de alta pureza (proceden-

te de CALBIOCHEM) en 50 ml de agua, fué hecha pasar a tra-

-6 -
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5vés de wna columna de 125 ml de una regina de intercambio
écatiénico tal como resina Dowex 50, de 149 a 297 micras,
:en la forme de ién hidrdgeno. La columna fué lavada con
1200 ml de agua. Al fluido saliente de la columna se afiaden
:16 g de ciclohexilamina. La solucidn es evaporada bajo pre-
“sién reducida hasta aproximadesmente 25 ml, y se afiaden 400
‘ml de acetona. La mezcla es enfriada hasta 02C durante 2
‘horas y el precipitado es recogido en un filtro, y es lava-
do con acetona. El producto es secado en vacio hasta peso
‘constante., Rendimiento: 8 g de sal de diciclohexil amina

‘de dcido pare-nitrofenilfosférico.

BJEMPLO 2.~ Preparacion de sgl de tris(hidroxi

-me+til Jamino meteno de gcido para—nitrofenilfosférico.-

Una solucidn de 12,5 é de para-nitrofenil fosfato disédico
de alta pureza (procedente de'CALBIOOHEM) en 50 ml de agua
es hecha pasar a través de une columna de 125 ml de resi-
‘na Dowex 50, de 149 a 297 micras en la forma de idn de hi-
‘drbgeno. La columa es lavada con 200 ml de agua. Al flui-
‘do saliente de la columna se afiade tris(hidroxi metil)
‘amino metano 3 molar, hasta un pH de 8,5. La solucién re-
‘sultante fué concentrada hasta 50 ml, y se afiadié una mez-

‘cla de 200 ml de metanol y 200 ml de acetona, con agitacién

:y enfriamiento. Después de 24 horgs a 42C el producto crig-

talino es recogido y secado a la temperatura ambiente en
‘vacfo. El producto crudo fué recristalizado disolviendo

10 g en 30 ml de agua y afladiendo 100 ml de metanol y 100
ml de acetona. Después de enfriar durante 4 horas, el pro-
‘ducto fué recogido y secado a la temperatura ambiente en
‘alto vacio. Rendimiento: 8,5 g.

EJEMPLO 3.~ Cusndole ciclohexilamina es sustltuf-

-7 =
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.da por las giguientes aminag en el procedimiento del Ejem-

‘plo 1, se obtienen los productos enumerados oorrespondiené

tes,

Aminas p-NPP _estabilizado

Metilamina Sal de metilamina de p-NPPA
Etilamina Sal de etilamina de p-NPPA
‘Dimetilamina Sal de dimetilamina de p-NPPA
Trimetilamine Sal de trimetilamina de p-NPPA
Monobencilaming Sal de monobencilamina de p-NPPA
Purfurilamina Sal. de furfurilamina de p-NPPA
Aniling Sal de anilina de p-NPPA
Dietanolaming Sal de dietanolamina de p-NPPA
Dimorfolina Sal de dimorfolina de p-NPPA

La proporcidn de desprendimiento de p-nitrofeno-
lato @e conduce de acuerdo con ol método de A. A. Bessey, °
O.H. Loury y M. J. Brock, J. Biol, Chem. 164, 321 (1946)
y L.A. Bessey y R.H. Love,,J. Biol. Chem. 196, 175 (1952).
COMPONENTES REACTIVOS '

a) Tampén - pH 10, 2.
Se disuelven 8 g de Na2003 + 2 gde NaHCO3 + 300
mg de glutamato de magnesioc en 1 litro de Hy0.
b) Suero de control gquimico elinico anormal de
Hyland; o Hyland Abnormal Clinical Chemistry
Gon?rol Serum
¢) Solucidn de sal de amina de PNPP, 0,03 molar
cada una .
d) Sal de Na2 de FNPP, 0,03 molar {como testigo)
CALCULOS
a) El porcentaje de concentracidn de una sal de

amina de PNFPP esg igual a

-8 -



- [\ Ayg5/min.  (amina) x 100

A A4O5/min. (Naz)

b) El porcentaje en peso de para-nitrofenol 1li-

6 " bre fué determinado disolviendo la muestra (100 mg) en
100 ml de NaOK 0,01 normal. Si estgba presente material in-
%aoluble,la golucidn fué filtrada. Se prepard una solucidn
.normalizada que correspondia a 1% de para-nitrofenol (10
lmg en 1000 ml de NaOH 0,01 normal). Se determind la adsor-

10 bencis o capacidad de adsorcidn a 405 milimicras de cada
‘solueidn:

A405 para la muesira

Porcentaje de para-nitrofenocl libre =w—--

A405 para el patron

- 15 * ACTIVIDAD ENZINATICA TE SALES DE ANTNA
Sal Proporeidn ;ﬁg de para-nitrofenol libre
'PNEP, disédica 100 0, 04
'PNPP, disédica 104 | 0,07
‘metilamina de PNPP 107 0,08
20 dimetilamina de PNPP 105 0,09
trimetilemina de PNFP 84 0, 10
monoetanolanina de FNPP 98 0,05
morfolina de FNPP 86 0,12
monobencilamina de PNPP 50 0,06
25 furfurilamina de FNPP 66 0,04
anilinag de PNPP 96 0,04
PNPP tris(hidrozimetil)
anminometano 91 0,03
PNPP trig(hidroximetil)
aminometano (secada) 84 0, 04
30 ‘dieiclohexilamina de PNPP 104 0,04

30.12,67 : -9 .
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(%) entes de la adicidn de suero

'II) ENSAYO DE DESPRENDIMIENTO O LiBERACIUN DE PARA-NITRO-

FENOL A PARTIR DE SALES DE PNFP BAJO DIVERSAS CONDICIONES -

. DE AMBIENTE

PROCEDIMIENTO:
a) Se pesan ires muestras de 100 ml de cada sal.
b) Se coloca una muestrs de cada sal de FNPP en
un desecador seco; se coloca la segunda muestra en un dese-

cador sobre solucidn saturada de sulfato de amonio para

mantener constante la huwmedad; se deja la tercera muestra

expueata a las condiciones ambientes.

¢) Se permite que todas las muesiras estén expues-
tas de esta manera durante a lo menos 48 horas.

d) Se disuelve cada muestra en 5 ml de Hy0 (=)
(se eliming sdlido si no es completamente soluble).

e) Se introducen con pipeta 0,0 ml de muestra
en una cubeta y se afiaden 2,5 ml de tampén ( de pH 10,2).-

f) Se lee a 405 milimicras con cualquier espectro-
fotdmetro apropiado.
(3¢) E1 para-nitrofenol libre se disolverad en 5 ml de HQOV
CALCULOS:

Porcentaje de para-nitrofenol libre = Agos ¥ 0,228

- 10 -



_ Porcentgje de para-nitrofenol libre

Experimen Experimen Experimen
to 1 condi to 2,.en” to 3, en

: ciones am~ seco hamedo
“Sal Inicial Dbientes
"PNPP, disddica 0,01 0,04 0,28 0,04
5 :
: PNPP, etilamina 0,009 0,07 0,07 0,07
‘metilamina de PNPP 0,014 0,09 0, 10 0,09
'dimetilamina de
. PNPP 0,006 0,07 0, 11 0,20
;trimetilamina de
. PNPP 0, 004 0,15 0,14 0, 11
10 |
?monoetanolamina .
~de PNPP 0,007 0,05 0, 04 0,05
‘morfolina de ENPP 0,016 0,13 0,11 0,15
‘monobencilaming de
+PNPP 0,035 0,06 0,05 0,05
furfurilamina de .
15 +PNPP 0,01 0,04 0,04 0,04
‘anilina de +PNFP 0,016 0,05 0,04 0,04
PNPP, tris 0, 005 0,02 0,02 Q0,02
PNPP, tris (secado) no en~ 0,04, 0,04 6,04
_ sayado
Eciclohexilamina d
20 . +PNPP -~ 0,007 0,03 0,02 0,03
4+ No completamente soluble
Se he indicado antes que los efectos beneficio-
;808 de la practica de este invento se pueden obtener sin
cambio observable en la cinética de orden cero. Los siguien-
25 ‘tes datos lo demuestran.
Condiciones: Gilford 2000 a 372C a 415 milimicras
Suero: Suero de control Anormal de Hyland, Lote
nimero 368A16, unidades usuales de fosfa-
A taga alcalina = 11, margen aceptable =
30 _ 10-12 (factor de conversidn a unidades in-

30.12.67 - 11 -
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4 ternacionales micro-molesfminuto/litro =

16, 66)
‘Dilucidn de Hyland Unidades tedricas
‘1) Vial reconstitufdo (5 ml) 183 U.IL. |
2) 2,5 ml de (1) 2,5 ml. de HY0 91,5 U.I.
3) 2,5 ml de (2) 2,5 nl. de ELO 46 U.I.
4) 2,5 ml de (3) 2,5 ml. de H,0 23 U.I.

Ensayo = 3,0 ml de H20 + tableta de reactivo + 20;\de suero
Céloulos para 415 milimicras

Unidades internacionales (U.I.) = A415m min x volumen total
Litro de suero 1,1
x 1000

e suero

Anormal de Hylend a 415 milimicras
Tgbleta D.0.,con una inew D,0, a _A D.0.a _4Q

D.0, bacidn previe de” 20 mim 107 30 mi-
10 minutos nutos nutos
0, 167 0,595 . 0,960 0,037 1,350 0,048
0, 168 0, 380 , 0,600 0,022 0,795 0,021
0, 160 0,225 0,340 0,011 0,450 0,011
0,159 0,200 0,250 0,005 0,300 0,005

Unidades internscionales

é%* é%* Valor mgdio

1) 313 406 360
2) 186 177 181
3) 93 93 93
4) 42 42 42

BJEMPLO 5.~ Procedimiento enzimdtico parals deter-

minecidn de la fosfatasa alcalina y el efecto del menitol

sobre la misma.
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. ‘Solucién A: Se disuelven los siguientes materiales en 100 -

‘ml de agus destilada

850 mg Na,C0,
205 mg NaHCO4
50 mg Aspartato de magnesio
315 mg p-NPP, g?%)de di(ciclohexilamo-

.Solucidn B: Se disuelven 1000 mg de manitol en 10 ml de

la solucidén A acabada de preparar.

,Las soluciones A y B fueron combinadas entonces para pro-
‘ducir 4 reactivos de ensayo tal como se describen seguida-

.mente:

Reactivo n? 1: 3 ml de agua destilada
(¢
Reactivo n? 2: 3 ml de aolucidn A + O ml de 80—

;lucién B (concentracién de manitol O mg/ml de reactivo)

Reactivo n® 3: 2 ml de solucién A + 1 ml de 8o~

.lucidn B (concentracién de manitol 33 mg/ml de reactivo)

Reactivo n® 4: O ml de solucidn A + 3 ml de so-

élucién B (concentracidn de manitol 100 mg/ml de reactivo)

Los reactivos sontransferidos a cubetas apropia-

:das.

Los reactivos anteriores son incubados previa-

'mente a 379C durante 10 minutos; después de lo cual las
‘indicaciones de D.0. (densidad Sptica)a 415 milimicras

'son observadas y registradas.

Ia reaccidn enzimitica es inicieda por la adicidn

‘de 20 lambdas de suero anormal de Hyland (lote n® 368416)
(=)
'Tgs lecturas se toman 10 minutos después que se ha afindido

‘el reactivo al suero (A10.) y nuevamente a los 16 minutos

-13 -
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A,' - A
Aﬂi:AD.O. = 15 5 miio1

Reactivo A., A1O' A15. [S/min U.I., cal % de aumento

ne 0 culadas  de concentra-

5 cion con relg
: eion al n® 2

- - —— ——— ——— ———

1

2 0,051 0,480 0,645 0,033 279 o
3 0,051 0,560 0,772 0,042 355 27
4

0,051 0,652 0,932 0,056 473 70
10 ‘

(-) Bste lote de suero ha sido previamente calibrado por
métodos bien conocidos pare determinar el nimero corres-
pondiente de unldades internacionales (U,I.) como sigue:
Un mioromol de (para-nitrofencl)/ml da un Ayqs milimicras

15 de 17,7 U.I./litro de sueroésll‘A415 milimicras X Volumen total

11,7
x 1000
€ Suero

en que
;:.415 m}z/min = A415 m)z a2 10 min. - A415 o a 5 min.
20 5 minueos
Volimen total = 3,0 ml

ml de suero = 0,020 ml (20 lambdas)

Se caleula U.I./litro de suero =AA415 m)x/min. x ;%x 1000
Se caleule U.I./litro de auero = 8450 h ’

25 De acuerdo con este invento, se proporciona un

polvo reactivo seco que contiene dcido para-nitrofenilfos-
forico en forme de sal estabilizada preferiblemente en for-
me. de una de sus sales de amina, y una sustancia polivelen—
te, 0 un polimero de sustenclas polivalentes. Preferible-

30 mente, contiene un tampdnde la clase que incluye sales de

2-1068 - 14 -~



10

15

20

25

30

241468

e e s s

metal alcalino de carbonatos, tales como carbonato disodi-
¢o y carbonato de sodio e hidrdgeno. Tambidn, se incluye
un activador metdlico, a saber una sal de magnesio, prefe-
‘riblemente aspartato o glutamato de magnesio, Finalmente,
Zse ineluye una sustancia polivalente, tal como manitol, pa-
ira aumentar la velocidad y la sensibilidad.

| Generalmente, dependiendo de que se trate de una,
;medicién de fosfatasa dcida o fosfatasa alcalina, el pH es
mantenido dentro del margen general entre 4 y 11, por se-~
leccidén apropiada de wno o mis de los tampones bien cono-
cidos en la técnica para este fin.

Siempre que este polvo sea mantenido seco, es
muy estable y tendra un largo periodo de duracién en alma-
cenamiento. CorreSpondaentemente, puede ser dividido en
cantidades unitariaspara formar uwn reactivo liquido con
‘agua, apropiado para realizar un unico ensayo de un suero.
Cada una de estas porciones puede ser envasada entonces en
‘un envagse o recipiente apropiado tal como una tableté 0
cépsula para subsiguiente utilizacidn.

Alternativamente, una solucidn acuosa de la ami-
na puede ser congelada y liofilizada, ein una formacion de
pare-nitrofenol tén grande como en el caso de la sal de
sodio.

La formulaocidén del reactivo, antes de la dosifi-
cacidén es como sigue. Los giguientes ingredientes secos
son mezclados en un mezclador Hobart, produciendo una mez-

cla sece apropiada para formar tabletas, o para formar

cdpaulas, por métodos bien conocldos en la técnica.
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Formulacidén final para una tableta para fosfa-

tass alcalina de 3 ml utilizando PNPP-tris
Cantidad Ingrediente |
; 850 mg Na,CO04

50 mg Aspartato de magnesgl.o

‘ 600 mg PNPP-tris

2830 ng _ Manitol

250 mg Carbowax 4000

'Pego total 4580 mg/100 ml = 4:280 mg = 137 mg/ de mate- ;
' |
irial de ensayo = tableta ’ i

Se disuvelve una ta.ble“ba (o capsula que coni;lenei

l os anteriores ingredientes) en 3,0 ml de agua en ung cu—’,

‘beta optica, dando un reactivo acuoso. Be afiaden 20 lamb-
gdas de una muestra de suero que ha de gser ensayado., Tan
! )

p ronto como el reactivo y la muestra son mezclados entre
! i
‘g, tendrd lugar la siguiente reaccidn: :

1 i . ;

iSal de smina de p-NEP fosfatasa alc’zallna IIitrofer'xol '}
g pH 8.10 (tampén) sel de dcido
' fosforico

iSe incube a 379C y se mide la velocidad de cambio de den-
ésidad Sptice durante 10 minutos. Como esta es una reaccidn

ide proporciones la temperatura y los intervalos de medi-

] .
‘¢cidn han de ser observados cuidadosamente.

' A continuacidn se proporcionan datos adiciona- ‘
I1es sobre los activadores ejemplares descritos, anterior—;
me nte. Empleando de nuevo un Gilford 2000 a 3792C a 415 m1:-
fl imioras, se mezclaron 50 lambdas de suero humano reum.do§
con 3,0 ml. de agua, previamente inoculados con 0,5 rn:i.li-»§

moles de los activadores a ensayar, requlrlendose una mues-

tra ¥y una cubeta para cada activador. !
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Activador mg/ml de D.0. & 10 % de velocidad de
reactivo minutos aumento

Omitido -—— 0,118 ———
Manita 91 0, 188 59
Sorbita 91 0, 214 81
Sacarosa 171 0, 142 20
Gliocerina 46 0, 184 56

A fin de utilizar una de las cepsulas para ha-

|

i cer un ensayo del grado de actividad de la fosfatasa al-

10 'calina presente en un suero, se obtiene primero una mues-

tra del fluido bioldgico tal como suero. Seguido a ésto |

el material de ensayo en una de las capsulas de este ejenf—

plo se disuelve en una cantidad adecuada de agua. Esto ori-

! ‘ [ 3
Cigl nera un liquido reactivo que tiene la concentracidn adeL

| i

15 . icuada de todos los reactivos ‘para hacer un ensayo senci- .

f;llo del suero. Este reactivo liquido se mezcla de esta ma’-
%nera con la muestra. Tan pronto como el reactivo y la
gmue gtre han sido conjuntamente mezclados,v tendra lugar la|
| reaccidn siguiente:

20

iS gl de amina de R-NPP fosfataga alcalina Nitrofenc:l $
; pH 8~10 (tampdn) sal del acido

{

; fosforico :

Este reaccién es dependiente de ser catalizada

por la enzima presente en el suero, y su sal se determina‘i
25 ‘como se describe anteriormente. ,
; Esta solicitud que corresponde o las presenta- }
'das en los Estados Unidos de América el 14 de noviembre '
;de 1966 con el nimero 593,740 y el 31 de marzo de 1967 coin
%el nimero 627.430, se acoge a los beneficios del artn'.culo%

30 '51 del vigente Estatuto sobre Propiledad Indugtrisl. |
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‘}1 8 2, caracterizado por que dicha sustancia polivalente :

| REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se

¥
i
% resentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-
ijte de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los si-

‘guientes:

1.~ Método de preparar un material de ensayo so;
i
l ido y estable para disolver en agus, para crear un reac-l

t:. vo 1iguido para ensayer una muesira en cuanto a las en-:

ot cemreon 4>

z:.mas, fosfatasas acidas o alcalinas, caracterizado por
.me zclar el sustrato de dcido para-nitrofenilfosférico en ;
1 a forma de una sal de aminaj vun tampon geco capaz de man—
‘tener el pH entre 4 y 11; y un activador metdlico que com-'—
prende ung sal de magnes:,o, estando presente cade ung de i
las anteriores sustancias en la cantidad apropiada para §
& segurar una velocidad unl’forme de reaccidn catelizade po%'
?la fosfatasa aleelina que se determina y para hacer que i
-esta velocidad sea Gptima o méxima. :
l 2.~ Método de acuerdo con la reivindicacidn 1, '
icarac’cerizado porque se incorpora una sustancia poliva=- ‘
élente, y polimeros de sustancias polivalentes con 1 a 5

‘g rupos hidroxilo por unidad monomérica.

3.~ Método de acuerdo con las reivindicaciones

‘es manitol.

4 .- Método de acuerdo con una cuslquiera de las:

precedentes reivindicaciones, caracterizado por que dicha;

.sal de amine es tris(hidroxime+til)aminometano o di{ciclo~

- 18 -



hexil)amina.

5.~ lE+t0d0 de preparar un material de ensayo

gbdlido y estable para disolver en agua.

!
{ Tal y como se ha descrito en la lemoria que an-
. : 1
5 .tecede y para los fines que se han especificado.
§ E sta Memoria consta de diecinueve hojas escri-
[tas a mdquina por una sola cara. .
: R
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