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La presente invencidn se refiere a métodos'yJ
reactivos para ussr en la determinacidn del contenido
.de etanol de un mgterial gque contenga etenol. La inven-
.cién se refiere més especificamente a un método enzimé=
tico mejorado pera determinar el contenido de etanol de
‘un material. Por ejemplo, es especialmente Gtil en la
determingeidén del contenido de etanol en el suero u otro
fluido biolégico. Sin embargo, puede ser empleado and-
?logamente para medir el contenido de alecohol en un ma-
:terial tal como vino 0 vinagre.

Se han usado diversos métodos para determinar
_cuantitativamente el contenido de etanol. en fluidos bio
jlégicos y otros materiales. Con lz excepcidn de los mé-
todos enzimdticos y de cromatografia de gas, todos ellos
:han presentado un error probable de 10 a 15%, e inter-
:ferencias por otros materiales. El método de cromatogra
:fia de gas es exacto, pero engorroso y caro. Aungue se
éhan propuesto métodos de ensayo enzimédtico para la de-
teccidn y la determinacidn del etanol que tienen la ven
itaja de ser muy especificos, han hallado muy poco uso de-
'pido a desventajas tales como inestabilidad de los reac
;tivos, necesidad de agentes de captacidn para que la
‘reaccidén trenscurra hasta su f£in, y la necesidad de
‘usar un instrumento que pueds trabajar en la regidn ultra
- violeta, y que por tanto no estd disponible en muchos
Elaboratorios de ensayo.

: Constantemente hay necesidad de recurrir a
;un método de ensayo por el que se pueda determinar con
: exactitud el contenido de etanol de un material. Tal

!

' necesidad se presenta frecuentemente en relacidén con



18.4.72

10

15

20

30

los aspectos cientificos de la jurisprudencia. Asi, el
contenido de etanol en un fluido biolégico puede ser ne
cesario en una investigacidn sobre si el etanol fué o
no fué causa, o concomitante a la causa, de una muerte.
Aln mds comin es el ensayo cuantitativo del etanol que
se origina al tratar de determinaer si ciertos actos, tg
les como la conduceidn de un automovil, fueron efectua-
dos bajo una influencia excesivamente grande de etanol.
Particularmente cuando un ensayo para la deter
minacién cuantitativa de la presencia de etenol se efeg
tda en relacidn con la observamcia de las leyes, u otro
agpecto de jurisprudencia, tiene gran importancia que el
ensayo sea digno de confisnze en lo que respecta a su
exactitud, precisidn y especificidad para el etanol, El
método de ensayo debe ser tal que responde a cualquier
etanol que esté presente, y s0lo al etanol, ¥ que rege-
ponda cuentitativamente a todo el etanol que esté pre-

sentes EL elemento préctico tembién tiene importencia’

' en agpectos tales como la sencillez, facilidad de eje-

" oucidn, requesitos de equipo, requisitos de tiempo, re-

' quisitos de muestra, y disponibilidad y estabilidad de

ﬁ los reactivos que se empleen. Aunque se pueden hacer de

~ terminaciones de etanol por ensayo de muestras de alien

' to u orina, las muestras de sengre estdn mds £dcil y ¢

consistentemente disponibles, y también son mis digna$
de confianza. Ademds, es deseable que el método de ené
sayo sea tal que sea digno de confianza sin emplear uﬁa
maestrs de sangre excesivamente grande. La cantidad dé
etanol en una muesira tipica de sangre es relativamente

’ !
pequefia. Un contenido de etanol de 0,15% 0 mas es cons

i
-3

i
¢
!
t

f
t



10

15

25

30

13.4.72

siderado normelmente como mas del que el individuo me~
dio tolergria sin menoscabo sustancial de sus faculta-
des, EL intervalo de contenido de etanol que se encuen
tra usualmente asciende a menos de 0,3%. Sin embargo,
en el caso de coma o muerte el contenido de etanol en
la sengre puede ser del orden de 0,35% a 0,45%. Debido
a la posible significacidn de pequefias diferencias en
el contenido de etanol en la sangre, se necesita un al-
4o orden de sensibilidad y especificided.

Un objeto de esta invencidén es proporcionar
un enseyo para la determinacién cuantitativa del conte-
nido de etanol en sangre y em otros materiales, el cual
;ensayo es ung mejora respecto a los métodos de ensayo
nasta shora comocidos en la téenica.

Més especialmente, un objeto de esta inven~
cién es proporcionar un emsayo colorimétrico para la de
terminacién cuantitativa del contenido de¢ etanol en un
ﬁwjerial, el cual ensayoc es sensible, especifico, exac-
t0 y eficaz para medir todo el contenido de etanol del
ﬁatefial sometido a ensayo.

‘ Otro objeto de la invencidn es proporcionar
un ensayo colorimétrico para determinar el etanol, el
bual ensayo es sencillo y ripido, y que no requiere re~
currir al uso de luz ultravioleta, y proporcionar un en
8ayo que no requiere el uso de un agente de captacidn
bara efectuar la reaccidn con todo el contenido de eta-
ﬁol en la muestra sometida g ensayo.

O%ro objeto de ests invencidn es proporcionar
una composicién de copulacién cetalitica enzimitice en

estado liofilizado estable, la cual puede ser reconsti-
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tufda por adicibn de agua, para proporcionar una solu=
cibén que por adicién posterior del ecromdgeno contiene
todos los reactivos que se requieren en el sistema de
reaceidn,

5 Segin esta invencién, los anteriores objeti-
vos y mejoras se consiguen por adicién de la muestra
que contiene etanol a una golucidn que contiene alco-
hol-deshidrogenasa (denominada en lo sucesivo ADH) en
combinacibén con cloruro de 2-p~yodofenil-3-p-nitrofenil-

10 5-feniltetrazolio (denominado en lo sucesivo INT), en
cantidad tal que en el sistema de reaccifn sea al menos
suficiente para responder cuantitativamente por colori-
metria al contenido de etanol de la muestra, nicotina-
nida-adenina~dibucleétido (aquf denominado NAD en el eg

15 tado oxidado y NADH en el estado reducido), diaforasa y
un tempén que sea sustancialmente inerte en la solucién
¥ que mantengan el pH de la solucidn a un valor compren
dido entre aproximadamente 7,5 y aproximadamente 9,5,
bajo las condiciones de emsayo. Preferiblemente, el tam

20 pbén mentiene el pH & aproximadamente 8,9-9,00.

Una de las caracteristicas de la invencibén es
que se proporciona, de manera que esté disponible en el
momento del ensayo, una composicién de copulacidén liofili
zeda que puede ser reconstitufdea, que contiene alcohol-

25 deshidrogenasa, NAD y un tampén que durante el ensayo
mantiene & la solucibén de ensayo a un pH del orden de
6,5 a 9,5, y de preferencia a aproximadamente 8,9~9,00,
Fn la composicién de copulacidén liofilizada que puede
ser reconstituida se pueden incorporar tales componen—

30 tes adicionales de la solucién de emsayo como puedan

27.7.74 -5 -
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ser empleados opcionalmente, por ejemplo un estabiliza-

‘dor. _

Analogamente, el INT es proporcionado en for-

‘we, liofilizada o seca que puede ser reconstituida, a wn
5 :pH al que sea estable.

Cuando se efectia el ensayo, la composicidn
de copulacién es reconstituida, y se le afiade una can-
tided de INT reconstituldo que sea gl menos suficiente
épara responder cuantitativamente a lo que se considera

10 %como el méximo contenido de etaﬁol que pueda hallarse
fen la muestra medida del material que contisne etanol
;que se ha de ensayar. Se afiade la mestra a la solucién
‘asi preparada, y en la medida en que pueds haber etanol
presente tiene lugar una reaccidn a temperatura ambien-

15 jte con produccidén de formazano de INT, en forma de so-~
‘lucién o suspensidén coloidal de color rojo, respondien—
édo 8l color desarrollado cuantitativamente al contenido
.de etanol en la muesira. Es adecuado un periodo de in-
icubacién de 15 minutos. La incubacidn puede efectuarse

20 éa temperatura ambiente. Al final del periodo de incuba-
"cién de 15 minutos, la solucién es acidificsda, tal co-
' mo por adicidn de un dcido tal como Acido clorhidrico
§o sulfirico. También se pueden usar otros gcidos, tal
Zcomo el acético, evitando asl cualquier aumento no es-

25 fpecifico de la densidad déptica, y aclarando la solucidn
_coloidal del formazano. Le acidificacidén hasta que el
ng sea 4 es suficiente para detener la reaccidn e impe-
dir asi un aumento no especifico de la densidad dptica.
. Sin embargo, si se reduce el pH hasta un valor menor

30 ique 3 se hace que el formazano, que se forma iniciglmen

13.4.72 - 6 -
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te como suspensién coloreada de particulas insolubles,
pase a solucidn y forme una solucidn coloreada que es
mis adecuada para medida colorimétrica. Se ha hallado
que un periodo de incubacién de 15 minutos es adecuado
para efectuar la reaccidn con todo el etanol contenido
en una muestra tal como una muestra de suero sanguineo.
Ademds, dado que el formazeno de INT, segin se forma
inicialmente, es un producto de reaccidén insoluble gue
es sacado del sistema de reaccidén, la reaccidn avanza
haste completarse, es decir, continia hasta que hayas
habido reaccidn con todo el etanol de la muestra, con
la correspondiente produccidén cuantitativa del formeza-
no coloreado. '
Una de las ventajas de la invencidn es que el
color rojo desarrollado segin la cantidad de formazano

que se produce cuantitativemente en relacidén con el etz

‘nol de la muestra estd en la regién visible, y puede ser

medido por un fotémetro o un colorimetro ordinario. Cuan

do se utiliza un fotdémetro, la densidad Optica se mide

‘preferiblemente a 500 nm, y se puede obtener directameg
‘te el contenido de etanol en la muestra relaecionando la
‘densided Sptice medida con una curva preparada a partir

‘de soluciones patrdn de etanol de diferentes concentra-

ciones. Bl color rojo del formazano de INT es estable

-durante al menos 1 hora.

En el método de ensayo enzimdtico para la de-

_+terminacidn cuantitativa de etanol que ha encontrado
Emé.s extenso uso hasta ghora, se ha empleado alcohol-
_deshidrogenasa para catalizar la conversién de etanol

'a acetaldehido, con liberacidén de hidrégeno, en presen
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cia de NAD, que es incoloro y que es convertido en su
‘Porms reducida coloreada, NADH. Sin embargo, para que
‘esta reaccién transcurra hasta su término se requiere
un agente de captacidén., Ademéds, cualquier desarrollo de
color resultente de la formacién de NADH estd en la re-
igién ultravioleta, siendo medido ordinariamente el cam-
bio de densidad Sptica a 340 nm. ‘

Se conocia antes de ahora la actividad de la
gdiaforasa para convertir un cromégeno en un formazano
écoloreado, con oxidacidén de una coenzime reducida tal
Zcomo NADH. Segin la presente invencidn, esta reaccidn
'ha sido asociada con la determinacién enzimdtica de eta
énol de la téenica anterior, y asi se han obtenido mejo-
%ras sobresalientes, en comﬁaracién con los métodos de
.ensgyo de la técnica anterior para la determinacidn cuan
‘titativa de etenol., Asi, la especificidad de la alcohol-
%deShidrogenasa para el etanol es producida en un siste-
;ma de reamccidén que, en ausencia de un agente de capta~
;cién, trenscurre hasta su término hasta que se haya ago
%tado todo el alcohol de la mmestra. La reaccidén de co-
fpulacién es tal que se mide el NADH a medida que se for

:ma, por formgeidn de una centidad equimolecular de for-

‘mazeno que se gcumula en una magnitud que estd determi-

;nada por el contenido de etanol en la muestra. El desa-
%rrollo de color no solo es en la regidn visible, sino
‘que ‘también es nés de dos veces y media mayor que el
§que tiene lugar en la regidn ultraviolets cuanto se in-
itenta utilizar la reduccidn de NAD per se a NADH, como
findicador. Bl intervalo de linealidad se extiende des-

éde aproximadamente 0,05 g de etanol por 100 ml hasta
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0,4 g de etanol por 100 ml. Xﬁemés, el método de ensa-
yo esta virtualmente exento de interferencias, y su sen
sibilidad, exactitud y reproducibilidad son muy buenas.
Le exactitud obtenida corresponde a la obtenids en el
mucho mids complejo ¥y engorroso método de cromatografia
de gas.

Cada una de las enzimas y demds resctivos im-

plicados en el sistema de reaccidn son conocidos, cuan-

‘40 son considerados individuslmente. Asi, la glcohol-

deshidrogenasa puede obtenerse a partir de levadura,
de maners conocida. Sin embargo,’ también puede obiener-
se de fuentes animales, por ejemplo de higedo. Ta alco
hol-deshidrogenasa obtenida a partir de la levadura 6s’
la usada ordinariemente en lg practica de esta inven- |
cién, ya que es mds estable y puede ser obtenida mas A
econdmicamente.

El NAD se obtiene usualmente de lg levadura,:
por métodos comnocidos.,

Diaforasa es un %érmino aplicado = une enzi-

‘mg en forma de proteina de flavina de un sistema de

transporte de electrones implicada en la oxidacidén de

'NADH, o con un aceptor artificial, Ha sido aislada an-

tes de ghora del moho Clostridium o bacterias. Andlogs
mente, ha sido aislada del corazdn de cerdo.

Aungue también hay sales de tetrazolio distin

‘tas del INT, y otros cromdgenos, que son capaces de cog
‘versidn en presencia de diaforasa y NADH para formar

‘productos de reaccién coloreados, para los fines de la

invencién el INT es superior, en lo que respecta a su °

‘estgbilidad a la luz, color, y propiedades oxidentes.
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Daflo que la funcidn del tampdn es simplemente
gcontrolar el pH en las proximidades de o en el éptimo
para las reacclones enzimiticas que tienen lugar, la se
lecoidén del tampdén no es oritica siempre que el tampén
no intervenga en la reaccidn y que sea adecuado para ob
ttener el pH deseado, que preferiblemente es de 8,9-9,00,
pero que puede variar desde aproximadamente 7,5 a apro-
?imadamente 9,5. Se emples preferiblemente pirofosfato
;sédico como base para el tampdn, en combinacidn con gli
cina. Se puede usar &cido clorhidrico para ajustar el
EH de la combinacidén de pirofosfato sddico con glicina.
btro tampdn que puede ser usado es el tampén tris (hidro
?i—metil-amino-metano) en combinacidn con un deido tal
como &eido clorhidrico o acético.

; Aunque su presencia no es esencial para la
?réctica de esta invencidn, es preferible incluir en la
Ecomposicién de copulacidén enzimitics un agente estabili
%zador de proteinas que sea eficaz para reforzar la esta-
ﬁilidad de las enzimas, BEsto es particularmente desea-
%le en relacidén con la preparscion de la composicidén de
‘copulacidn enzimdtica en forme liofilizeda adsptada pa~
rTa ser almacensda en estado liofilizedo hasta que pueda
;er deseable reconstituirla por adicidn de agua. El agen
to estabilizador sirve para estaebilizar la enzima fren-
%e al deterioro durante la liofilizacidén. También esta-
iiliza g la suspensidén del formazeno de INT a medida
hue se produce. Bl agente estabilizador que se preflere
es la albimina. Sin embargo, se pueden usar otras pro-
%einas solubles en agué ¥ que no reaccionen, tales como

%elatina.
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Dado que las enzimas ADH y diaforasa catslizan
la reaccién, a diferencia de tomar parte en ella, y da-
do que la coenzima NAD es usada de nuevo ciclicamente,
la cantidad de estos reactivos no es critica. Todo lo
gue se requiere es que estén presentes las cantidades
suficientes para permitir la oxidacién completa de todo
el etanol de la muestra, dentro del tiempo de reaccidn
especificado, o menos. La centided de INT que se usa
permite una méxima velocidad & que puede tramscurrir ia
reaccidn mientras qﬁe estd simulténeamente en exceso su
ficiente para asegurar la presencia del INT suficiente
para permitir su conversién continuade en formazeno de

INT, hesta que se haya agotado todo el etanol de la mues

tra. Dado que las cantidades de las enzimas y coengimg

no son criticas, y dado que un exceso no produce efec-

tos adversos, al preparar la composicidn de copulacidn

enzimétioa es practica usual emplear un exceso conside -

‘rgble de cada una de las enzimas y de la coenzima, de

menera que Se compense cualquier pérdida ocasionada por
liofilizacién u otra causa. Andlogemente, la centidad
de tempdn no es critica, siempre que esté presente el
suficiente para llevar a la composicidn sl pH deseado, -
duranfe el ensayo.

Otra carecteristica de la prictica preferida’

de esta invencidn es la de emplear en lg composicidén de

:copulacién un mercaptano en forma reducida, en una cen-

tidad eficaz como antioxidante para hacer minima la de-

sactivacidn del sistema por oxidacidén. E1 mercaptano
preferido es la glutationa.

Ia practica de esta invencidén puede ser ilus
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£nol en una miestra Ge suero desproteinizado. Parse des-
fproteinizar el suero se pueden afiadir 0,2 ml de suero
ique contiene uﬁa pequefia centidad de un snticoasgulante,
ital como heparina, oxalato o fluoruro, a 1,8 ml de agua
:destilada que ha sido pﬁesta en un tubo de ensayo de 5
.2 10 ml. Se mezcla con esto 1,0 ml de solucidn de
gBa(OH)2 al 1,84 y 1,0 ml de solucidn de Zn804, seguido
'por filtracidn o centrifugacién. También se pueden usar
go*l:ras técnicas conocidas de desproteinizacién. Por ejem
‘plo, se puede usar como agente de desproteinizacién
'HC10, 8l 5,1%, si se meutraliza el material desproteini
%zado final.

f La composicidn de copulacidn enzimitica puede
%ser preparads en formg liofilizads lista para su uso,
‘en vieles que pueden contener la composicidn suficiente
%para cinco ensayos, y en los que la composicidn puede
ser reconstituida convenientemente por adicién de agua
:destilada. La composicidén puede ser'preparada en cual-
gquier cantidaed, dependiendo del nUmero de viales a pro
gducir en una sole tanda. la siguiente es una composi-

: oién tipica en una centidad que es apropiada para pro-

_porcionar 100 viales:

*

: Pirofosfato sddico 24,53 g
% Glicina 0,55 g
! NAD 1,65 g
: Albdmina 1,10 g
; Glutationa (reducida) 0,143 g
: Diaforasa 2200 unidades
! ADH (levadura) 33000 unidades
- 12 -
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HO1 (5N) para proporcionar pH 8,9

Ague (exenta de alcohol) 520 ml
En la formulacidn anterior, el contenido de
diaforasa se expresa en unidades de gbsorcién, que mi~
den la velocidad de desorcidn del tinte 2,6-diclorofe
nolindofenol, por minuto, en presencia de N’ADH2 como

substrato, bajo condiciones controladas que son usuales

.para este ensayo. Una unidad es igual g une disminucidn

de gbsorbencia de 1,0 por minuto.
En el caso de la alcohol-deshidrogenasa, las

unidades indicadas son unidades internacionales que se

determinan bajo condiciones controladas que son usua-

les, correspondiendo una unidad internacionsl g la reac
cidn por via enzime, de 1 micromol de NAD por minuto.
Al preparar la composicidén es preferible di-

solver los ingredientes distintos de le alcohol-deshidro

genasa, en una porcidn del agua, seguido por adicidn del

resto del sgua y enfrigmiento en un bafic de hielo, antes

de incluir la alcohol-deshidrogenasa. Al afiadir la al-
cohol-deshidrogenasa, le solucidén, en cantidad de 5,0

ml por vigl, es afiadide a viales en los que lg solucidn
esta liofilizada por slmecenamiento refrigerado. Cuando
se necesita pars un ensayo, la composicidn liofilizada

contenida en un vial puede ser reconstituida por adi-

‘cidén de 9,0 ml de agua destilada.

Pare que el INT pueda estar més facilmente

disponible cuando es necesario para un ensgyo, se pue-

de preparsr une solucidn del mismo disolviendo 0,22 g

‘de INT em 110 ml de agua que contienen el HCl suficien

fte pare proporcionar un pH de 3,5. Bsto proporciona sg'
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lucidn suficiente para 20 viales, que contienen 5,5 ml
‘ceda uno, conteniendo ceda vial solucidén suficiente pa-
;ra 25 ensayos, cuando se usa con la composicidn de co-
pulacidn enzimdtica entes mencionada. Dado que el INT
no debe ser expuestd a la luz durante periodos de tiempo
Alargos, el INT debe ser puesto en viales ambarinos cuan-
do se prevé un almacenamiento. Los contenidos de los vig
les estan liofilizedos por almacenamiento refrigerado,
?y cada viel puede ser reconstituido por edicidn de 5,5
fml de agua.

En la practica tipica, utilizendo los compo-
Enentes antes descritos, se pueden realizar cuatro ensg
:yos de forma sustancislmente simultdnes, efectudndose
;cada ensayo en un tubo de ensayo de 10 a 15 ml que ha-
fya sido marcado para identificar la ﬁuestra a ensayar
?en él. Se efectda un ensayo testigo en un gquinto tubo.
gSe afiaden a cada uno de los cinco tubos 1,7 ml de solu-
fcién reconstituida de la composicidn de copulacidén en-
‘zimitice, ¥ 0,2 ml de la solucidn reconstituida de INT.
EA intervalos medidos se afiaden 0,1 ml de suero despro-
éteinizado de cada muestra de suero a ensayar, a su tubo
fmarcado apropiadamente, y se afiaden 0,1 ml de agua al
.del ensayo testigo. Cada tubo es incubado durante 15
‘minutos a temperatura ambiente, y al finael del interva-
;lo aplicable de 15 minutos se afiaden g cada tubo 4 ml
‘@e HOL 0,1N. Se mide la densidad éptica & 500 nm den-
,tro de 1 hora tras la adicién del HCl. Bl fotdmetro que
ise usa puede ser celibrado a cero usando el reactivo
testigo, y la densidad Sptica de ceda ung de las cua-

i
tro muestras puede ser lelds frente a una curva patrin

i - 1 -



preparada a partir de soluciones de etanol de concentra~
ciones conocidas, para obtener directamente el conteni-
do de etanol en las respectivas muestrgs. Desde luego,
alternativaments, se puede leer del emsayo testigo fren

5 te a aguna, y restar la lectura del ensayo testigo de las
lecturas respectivas de muestra.

Ta curva patrén de la que se toman valores de
lectura se prepars preferiblemente a partir de etanol
puro. Pare obtener una solucidén de etanol al 0,1% en pe

10 so/volumen, se diluyen 1,32 ml de etanol del 95%, o bien
1,27 ml de etanol al 100%, con 1000 ml de agua, a sustan
cialmente 25¢C. En la practica preferida, las soluciones
patrén de trabajo que se emplean para reaccidn en la pre
paracién de la curva patrén son sometidas sl mismo mé-

15 _todo de desproteinizacidén que se usa con el suero. Las
soluciones petrén de trabajo se preparan de manera que
proporcionen una respuests colorimétrica correspondien;
te a la obtenida con un contenido correspondiente de efg
nol en leg muesitra. Cuando las soluciones hgyan de ser

20 desproteinizadas, los patrones de trabajo pueden ser
preparados de maneras que indiquen ls presencia de 0,1%,
0,2% y 0,3% de etanol, respectivamente, en muestras hi-

potéticas, segin las siguientes recetas:

Patrén de tra- ml de etanol al ml de sgua des-
bajo, % 0,1% tilada
25
0,1% 0,2 1,8
0,2% 0,4 1,6
0,3% 0,6 1,4
30 La precisidn del ensayo fué determinada tanto por la

13.4.72 - 15 -
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reproducibilided de los patrones como por enssyo de Aos
ésueros en duplicidad.
Se obtuvieron densidades Opticas (DO) de tres
niveles de doce patrones de etanol, concretamente 0,1%,
5 0,24 y 0,3%. Se determinaron la desviacién tipica (DT)
¥ el coeficiente de variacidn (CV). Bl CV sumentd desde
3,9% al nivel de 0,1% hasta 4,8% al nivel de 0,3%. Los

.datos se tabulan en la siguiente tabla:

10 ? Patrones de etanol en % en peso/volumen

: 093:% _giz% 01320
Densidad éptice media 0,247 0,502 0,751

Desviacidn tipica 0,0097 0,0151 0,036
15 Coeficiente de varia-
cién 3,9% 3,0% 4,8%
N2 de muestras 12 12 12
‘Intervelo (%) + 5% A%+ T4
20 ‘Es digno de atencién que el intervalo de interés clini-

Zco y legal produce absorbancias en la parte mis baja y

?més exacta de la escala fotométrica.

‘ Se ensayaron dos sueros, por duplicado, por

fdos operarios, en dos dies separados por una semena. De
25 gla tabla siguiente es evidente que las desviaciones ti-

Epicas (DT) son muy préximas en ambos niveles, aunque ha

‘ya algo de veriacidn en los intervalos.

]
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de suero — Btanol % en peso/volumen

Muestras

Operario n¢ 1 - 1°% aia

Suero n2 1  Suero n2 2

5 Media 0,1974% 0,095%
Desviacién tipica (DT) 0,010% 0,0054%
Coeficiente de variacién (CV)5,05% 5,7
Ne de muestras 11 11
Intervalo + 7,5% f 10%

10 )

Opergrio n? 2 - 22 dia
Suero n2 1 Suero n? 2
Media 0,199% 0,099%

25 Desviacién tipica (DT) 0,012% 0,0042%
Coeficiente de variacién (CV) 6% 4,2%

Ne de muestras 12 1l
Intervalo + 7,54 + 6%

20 Para comprobar el tanto por ciento de recupe-
racidn de etanol del suero, se afiadieron dos niveles de
etanol a dos juegos de cinco muestras. Después, las mues
tras fueron desproteinizadas y ensayadas. Se hallé que
la recupergcidén fué préxima al 100%,‘como lo indica la

25 %abla siguiente:

1304‘-72 : - 17 —
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20

30
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BEtanol ~ 1 mg/ml Etanol ~ 2 mg/ml

% de eta~ % de re ¥ de eta~ % de re-
Muestra .nol (peso/ cupera- nol)(pesq/ cupera-
vol i

ne vol) cion cion

1 0,107 104 0,208 104
2 0,107 104 0,196 98
3 0,102 99 0,204 102
4 0,100 97 0,190 96
5 0,100 97 0,190 gy

: Tombién se determind la medida en que interfe
rian 1los anticoagulantes. Se halld que el oxalato poté-
sico, fluoruro sbédico y citrato sddico se afiadian gpre-
cisblemente a los resultados, en las concentraciones cg
minmente usadas, mientras que la heparina y el EDTA no
lo hacian. También se halld que la formalina reacciona
lentamente y aumenta los resultados, mientras que la
acetona no lo hace.

| Daodo que la ADH procede de una fuente de leva-
aura, se determind la oxidacidén de otros alcoholes, por
densided éptica (DO), al cebo de 15 minutos y se compa-
ré a 100% para una concentracién equivalente de etanol.
Bl metanol y la glicerina no reaccionaron, mientras que
el n-propanol, isopropanol y n-butanol mosiraron diferen
fes magnitudes de reactividad. E1 n-propanol, isopropa-
nol y n-butanol no se encuentran normelmente cuando se
?nsaya el contenido de etanol en el suero sanguineo u
otro material que contenga etenol., Sin embargo, el téc-

nico debe ser cauteloso en cuento a contaminacién por los
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alcoholes superiores reactivos,

Por lo que antecede es evidente que esta in-
vencibn proporciona un ensayo para la determinacién
cuantitativa del contenido de etanol de un material,

5 que es tan buenho como la cromatografia de gas, en 1o
que respecta a su precisién y exactitud, y que propor
ciona la ventaja de ser répido, sencillo y convenien-
te.

Egta golicitud que corresponde a2 la presen—

10 tada en Estados Unidos de América, el dia 22 de Marszo
de 1971, con el nfmero 127.054, se acoge & los bene-
ficios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Pro

piedad Industrial.

15
REIVINDICACIONES
20
Ios puntos de invencién propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa
tente de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los
25 siguientes:

27 07074 b 19 -
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18,~ Nétodo mejorado pera la determinacién
enzimétﬁca del contenido de etanol de un material que
contiene etanol, cuyas mejoras comprenden entremezclar
una muestra de material que contiene etanol con una so-
lueién acuosa de alcohol-deshidrogenasa que contiene
cloruro de 2-p-yodofenil-3=p-nitrofenil-5-feniltetrazo
lio en una cantidad que en el sistema de reaccidn es al
menos suficiente pare responder cuantitativamente al
contenido de etanol en la muestra,en lo que respecta 2
la conversién en formazano, nicotinamida-adenina-dinu
clebtido, diaforasa y un tampén que es sustancialmente
inerte en dicha solucién y que mantiene el pH de la so
1uci$n en un valor comprendido enire aproximadamente
7,5 ¥y aproximadamente 9,5, bajo las condiciones de en
sayo.

28,~ Método segin la reivindicacién 12, don
de dicho tampdn consiste esencialmente en una mezcla
de pirofosfato sbddico y glicina,

32,- Método segin le reivindicacibén 28, don
de el tampén mantiene a la solucibn, durante el ensa
yo, & un pH de aproximadamente 8,9,

48, Nétodo segin la reivindicacién 12, don
de dicha solucién contiene una sustancia elegida del
grupo que consta de albimina y gelatina, en cantidad

eficaz como estabilizador.

- 20 -
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58, Método seglin la reivindicacién 12, don

3
g wween

de dicha solucién contiene un mercapteno en forma re
ducida, en cantidad eficaz como antioxidante.

6%,~ Método segin la reivindicacidén 12, don
de reaccionantes entremezclados se incuban durante un
per{odo de tiempo medido, mientras son mantenidos a
una temperatura constante entre aproximadamente 239C

¥y eproximademente 302C, se acidifica la mezcla de reac
cifn afiadiendo cido a la misma, para detener la reac
cibn al final del perfodo de incubacibn, y se mide la
absorcién de luz por la dispersibén resultante a apro
ximadamente 500 nm.

T8.~ Método seglin la reivindicacién 62, don
de la mezcla de reaccibn se acidifica de manera que
proporcione un pH no mayor que aproximadamente 4,

8¢,~ MNétodo seglin la reivindicacidén 62, don
de la mezcla de reaccidn se acidifica de manera que
se proporcione un pH no mayor que aproximademente 3,
en el que es soluble el formazano,

98.~ Método seglin la reivindicacibén 182, don
de se utiliza una sustancia elegida del grupo que consg
ta de albdmina y gelatina, en cantidad eficaz como es
tadilizador, y un mercaptano en forma reducida, en
cantidad eficaz como antioxidante.

108.- Método segun la reivindicacién 92, don

- 2] -
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de dicho mercaptano comprende glutationa,

112,~- Método mejorado para la determinacién
enzimdtica del contenido de etanol de un materisl que
contiene etanol.
5 Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y con los fines que se han especificado,
Esta Memoria consta de veintidos hojas es-

critas a méquina por una sola cara.

uedrid, 31 JUL,197%

10 P.A.
Atberty/ ¥ EZQDUER
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