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llcomposicidén., Este instrumento de diegnosis se puede manejar

Jdizgndstica, un instrumento de diagnosis y un método pare

COLPOSICIORES DIAGHCOSTICAS, INSTRUIEXTOS PARA DIAGHOSIS

Y 15370D0S TLRA PREPARARIOS

RESUIZH DE T4 INVERCION

La‘composicién diagnbstica contiene como crombgeno un
derivado @e diamino fenilo en élque por lo menos uno de 1los
dtomos de hidrdgeno de sus grupos amino se sustituye por
vn radical slguilo inferior mediamtbe reaceifn con un z2gente
de alquilacién: El instrumento de diagnosis se prepara por

impregmacidén de. un soporte poroso ahsorbente en unz disolu-
cidn gue contiene la composicibn disgndstice y opcionaimen~
oxidésa'sacérida, peroxidasa,vy un guayaca, ¥, si es
necesario, un tampén, un tensoactivo, un colorantéAregulador_
de fondo y/b un agente pars aﬁmentar la viscosidad de la

> 37

de modo sencillo y cémodo y se .puede ubilizar para ideptifi-
car semicuantitativamente un sacdrido en fluidos del cuerpo
0 heces de hombres o gnimsles con fiabilidead, T

La presente. invencidn se{refiere a upz composicibn
preperarlos,; ias.parvicularmente se refiere a una comﬁgsiéiéz
diegnbéstica en la .cual un soporte pordso absorbente se»ig;
pregna pare obtener un instrumento de diagnééis para utili-
zay en la obtencibén de una diagnosis de transtornos o desa—
rreglos de las condiciones fisiolégicas de hombres ¢ anihales
Tembién ge refiere a un método ﬁara preparar el instrumenio
de dicgnosis: '

El examen de les fluidos del cuerpb o de las.heces,&e
hoﬁbres 0 animales, tales como sangre, orima o heces sélidas
juecga vn papel iﬁportante en la diagnosis de transtornos o

i el exemen y evaluseidn de los efectos del trabamiento de
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enfernedades en medicina. I
componentes de upe muestrs 4¢ Eengre es necesariz la cepora-
oién de los eritrocitos (e 18 mestre Ge songre previc el
exenen v ¢l pretreteniénto Ge Separal » los componenies Jel
plasma‘y suero de la mpestrn Ge sangre requisre el trabajo
hébil de personal experimeniado- ¥-equipo extenso, Bn conse-
cuenciz, se han anhelado hasta ahora composiciones diagnéé—
ticas e instrumentos de dizznosis que se puetan enplecr v
wane jar de modo sencillo y cémode, y, adends; den resultedos

de endzyos Ge diagndsiico scmicuvaniiiutivos con fiabilicad,

o]
ck
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i
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Tambidn he sido Geseado un ndtodc Ge grepsracién de

instrunentos de &isgnosis,

-

Se hen hecho verios inbentos pera dessrrollar un wedio
sencillo y cémodo pare wtilizer en diagnbsticos, Recientemens
te se na utilizado con este objet un ingtrumznto de¢ diegno-
sis tal como una tira de eneayo que c¢ohsta de une hoja de

papel Ge ensayo, For ejmplo, Le Fatonte Horteamericanc

51

3.092,465, la Patente Britdnica 922,663, la Publicacién de
Patente Japonesa We 14.673/1965,-y la Publicecidn de Fatente
Japonesa 179 15.66&/1970 revelsn un instrunento tal.que ouede
er wtilizado para identificsr y determinar glucosa, galao-
%osa, fenilalanina,-o urea en una puestra de sangre, Alguno
ie téles instrunentos se han comerc ializedo, por cjemplo,
como Dextrostix (nombre eererelal rﬁ stfaéo de Laboratorid§

] J

srunentos de ncsis tales coizo una tive de

ensayo gue 2o han empleado dg moGo ovdinario perae ideutiii--
sar erodrilCs @n urss 0 SaNgre 36 puwtel PreIrar, por elem-
plo, impsegnando un soporis worose, absorbente tel como un

sepel we Diabro on vy sisteme LJblmst‘Co 0 un eromdgenc

e ey
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‘en heces s6lidas pgre prod.cir color., Al mismo tiempo, tam-
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¥ seczzio lusgo

ge en la muvesira liguide gpe se examinz, lz sustancic tue

. ~

secte por 18 formascidn o esmbio de color

co se vone en ceontocto ceon If Suttancisz en p encia &c oxi-
feno, Sin smberse, s inevisable que 12 estabilidad del de-

ignc de confianze. Consivvizntamente composiciones Gisgnos-

tices ¢ instrumenvos d onvencionslen cuc sontiee.
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nen beneiding o vk houdlogo de ceba tal como orto-tolidina

rucden elesnzer un $xito linmitado pera fines diagnosticos
. Para que un instrumento de diagnosis - reraite

una reaccién enzicgtica fécil,por la2 cue se lleve & czabo

una Tormacidén de color o cambio e color claro y estable de
un cromogLeno &Ll presenie ¢s necesario mantener ls estabi-

lidad dsl cromogeno'en,el~sistema en el que se trensforma
el'crdmgfﬂro pera producir un color y mantener el pH daila
muestra ifquida en un intervelo perticular, Con este objéto,
56 réqulere gue el cromb eno sirve como Gadowr de hidr 653?0‘

2 un glstene e reaccifn Ce oxida 016n—redubclén, s Gecir,
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o
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1 crOﬂf'eno ge transforne en vn Sroducto gus fa-

ciliente puede ccetuar con cacdridos on 1o orine o cetolsca

bien se recuisre cue el crombzeno actue determinando sor

lo menos seni-ctantitativemsnis uns substenciz ¢ue se iden-
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"semicuantitativo.digno de confianza en la determinacién e -

tifica en una muestra liguida por formacién de o transforma~-
cidén en un color por autooxidaciédn.

Dichos instrumentos de aiagnosis convencionales se pre-
paran de manera que se recubra la superficie de la tira de ep
5ay0 de diagnosis con una belicula de revestimiento fina, -
traslicida o de un material repeleﬁte de-agua o hidrdfobo con
2l fin de gue la hemoglobina o eritrocitos de la muestra de
S3Rgre no penetren en su soporte poroso cuando se sumergen en
na muestra de ensayo de modo gque la hemoglobina gue gueda sg
bre la supe%ficie de esta se pueda lavar facilmente vertiendo
agua durante ua periodo de tiempo particular después que la
tira de ensayo se sumerge en la muestra que se examina. Dichop
instrumentos de diagnosis convencional son cémodos en este eg|
bacio. Sin embargo, es dificil revestir uniformemente e; sopogL
beqpn un materlal repelente del agua. Y la falta de unlformlwzu
iad de tal revestiniento sobre la superflcle de la tlra de en
sayo puede producir irregularidades en la determinacién de la
sustancia que se ideﬁtifica o-dificultan en realizar_gnféné—
flisis semi-cuantitative con resﬁltados dignos de-confianza -
Jebido & que el estado de revestimiento puede afectar ié fia-
pilidad de la determinacibén e identificacidn. |
".Por ello, es objeto de la presente invencién'proﬁobcionac
hna c6mposicién diagnostica que pueda producir la formacidn o
51 cambio de color establé; o cambio de color un matiz del
color préducido por transformacién de un crombgeno. Otro -
objetivo de la presente invencidén es proporcionar una compo-

sicién diagnostica que pueda dar un resultado de ensaybd

lidentificacién de un sacarido en los’ fluidos del cuexrpo




1 ¢ erx las heces Ge honbres ¢ animeles. Otra caracterisiica
ae 1a_prssentg invencidn es un 1n3ur mento e QludﬂOSi
que ecnvicng ung comnosicidn diazn o.'ic“ cue se ruede uti-

lizar y mesnejar de iodo sencillio y cbmoio y periite el ane-

5 lisis seml-cusntitecive Ce un sacarido en fluidos del cuzi-
B0 0 heces Ge honpros o animeles con Fiabilidsd, Un uwlteriof
aspeeto de la prezente invencidn es un mdtode neve preparar

tal instrumento de Giesnosis, Ohros obistives, aspecios
pra:cente invencidn resulitarin evidentes

10 durenie el curso de la descripeidn de le especificacidn

e ha enconirsdo cue se puede Prororcionar und Com-

3
rozicifn disznostica qve\puede evitar las desventajes y di-

ficultades cue tienen dichas composiciones diagnosticas or—
18 dinarias, cue contiene un derivedo de diamino bifenilod en

el cue tor lo menos uno e lés.étomos da hidrbzeno en los
grupos amino de este estd suitituvido por un radical.alqui—
lo inferior zcr tre 1ento cen un agen
bien se n& uescubierto gue los alcuil diemino bifeniio_éan

20 el preoducto oxidado coerSLc Wdiente Que s2 rpuede trandflre

‘o rmer zare dessrrollary produc » un ¢olox transparentg ¥ sue

J- h}

tambian pueden dar un tono mas esteble en un indervelin.'dd

- .

ol nas elto gue los derivados de dismino bifenilo que no

Y

tienen sustitucién alcuilico en ambes de sus grupos amino,

.

25 Tos ‘elcuil dieminotifenilo se pueien obtener por trata-
miento de los aerivedos de disnino bifenilo gue nro tienen

sustitucib. clguilica en wus grupos £xind con un  &cente

ievar a cebo a temperatu-

ra smbiente o & temperciura eleveda. Il derivedo de disuwino

30 | niforilo cue se ubiliza couo producto 4 pariidd es benci-

S . Uy




1 dina y un homblezo de cebe ¢¥G  Tiene POr 1o menos un  sus-

I
o
]
o
~
o
[N
o
=}
[N
n
i
s
ro.
jov}
K
-
(]
-t
[0
-
¥
[
[o]

H
L)
®
=)

(6]

s

o
de-diznisiding, UL sgente slouilante gue se nusde utild
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éon gzt2 obluto ruele ser cvaltuicr age.ts cue venalnents
\ga preds enplery pape gleudilar un radicel aminoe y cue vonm-
Eien LuzGa producir ¢l dewrivedo de dismine vifenilo en ol
Aue $or 1o menos ung (¢ L0 4jomos Ge nidrozenc sn ous Lru
10 IPE Ening La L cesler sustiicido por wn redicsl zlouilo ine-

Drrivr cuo. ticas Qo &by tones € 1501 % :
cue. tlenes Q2 wno & eug atunes de carbonoe ¥ prelo—

e

sulitto Ge dimedilo y sul:
18 tilo, un helogerurce de &leuilo 2l cop 150, DO ©
rere e nevilo, bromuro de metilo, yoduro e medilo, cloru-

ro Gs eilio, bromuro te evilo, y yoduro de etilo, y un sul-]

féxide ce Gisliuilo bal CON0, por ejemplo, ﬁulid tido de di-

i
metilo, sulfdzxido de dietvilo y sulfoxido Ge mebil-ctilc.
20 Le alcuilacidn ée 1oz derivedos de Giemino bifenilo Pow tre-
femiento con cicio agenbe Qe alcuiiscibn cuzda Jroducliy. or

-

dlnar¢anonte vn produc’o Ge reaccibu en el que por 1¢ ueaos
uno uc losz ZHowmos de hidrdzeno: en sus grupcs amine esid sus-
tituido nor ua redicsl alguilp inferior. Y &ic

25 tenbizn pusde zroduclr BnC legela de diaiquil dianino bife-

-

niloe en log Gue loeg dos £rupos gminos estdn &lquilsdos ca~

de uno COn ASsts Go5 Ctuicilag clevilo. fdemés, la reaccidn
H ¢e slivilaeidsn oréinarianinte da los rtrodueios de resccibn
J. & ’lf‘_ “."’1'.“‘/ hd . ’ b K] k3
que tiexnen unL Lreu0.alidTonie de sustitucidén gleuilics nag-
{ . N "
30 clscos coa 8l sroducto G2 Purtida, Sin ambergo, le ubiliza-
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vencioncicnales. El instrumento de diagnosis de la presente

invencidén contiene dicho alguil diamino bifanilo, y, cuando

se desee y preferiblemente, junto con una oxidasa de secéri-
do, peroxidasa y guayaco sobre un soporte poroso, absorben-

te.

El término "oxidasa" de sacdrido" mencionado aqui signi-
fica cualquier enzina gue pesee la capacidad de oxidar un -
sacarico tal como por ejemplo, glucosa y galactosa y que -
puede identificar el sacidrico gque se identifica en una wmues-
tra 1iquida al menos simicusntatbivamente. La oxidosa del -
sacérido inclﬁye, por ejeuplo, oxidasa de glucosa y oxidasa
de gélactosa.

Un guayaco, uno de los componentes utilizados en el ins
trumento de diagnosis de la presente invencidn, enﬁ:geneu
ral puede ser de origen natural. Es dificil identificar -
éxactamenﬁe su composicibén, pero el guayaco gue se utiliza
con el objeto‘presente puede estar en forma de un,polvé amor-
fo castafio amarillento y comprende el dcido e~puayacbnico -
(022H2606) o el &cido p-guayaéénico (021H26'05); la -:';L“Itac-
cidn de guayaco soluble en cloroformo de la que se dispoae
en el mercado se puede utilizar normalusnte parca la prgéén—
te\invencién simplemente por comodidad de_disponibilidéd;

\El soporte poroso, absorbente que sé utiliza para el

\
instrumento de diagnosis 'de la preseate invencidn en gene-

ral puede ser un papel de filtro, particularmente papel de

filtro endurecido, siendo wés preferidos Whatman no. 50, VWhag

man no. 52, Whatman no, 54, Whatmen no. 540, Whatman No. S541|
Vhatwman No. 542, y Whatwsi DE-B81, Whatman No. 54. Taumbién se
pueden utilizar con este objeto un meterici de vidrio aglu-

£inado poroso © materiales plasticos que pueden llevar un
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adsorbente en sus £inod huecos 0 cavidades,

La cqmposicién.diagndstica ¥y el instrumento de dilzgno-
sié de la presente inveneibn péseeﬁ excelentcs propiedades
mra le formacidn y el desaryollo de uvn color con estabili-
dad y en no ser aiterados por materiales inhibidores presén—.

tes en la muestra liquida que se eéxsmina. Tembién pueden me-

ljorar la homogeneidad de la reaccidn cromogénica o de lz co-

loracifn que tiene lugzr en el instrumento de diagnosis y

[

gumentar lg sensibilidad del crombgeno con exscebitud.

Los alqﬁil diemino ¥ifenilo que se utilizan para la
presente in&encién estdn en forme de aceites, mientras que
el dizmino bifenilo no somesido & a}quilacidn que'se utiliza
cono ﬁroducto de partida para la preperacién de los compues—
tos alguilicos de la vpresente in?encién estd en forma de .
cristales, Si el producto de partida queda sin reaccionar en
la mezcla de reaccidn y se encuentra con los productos de al-
quilacidn aceitosos, el mezcle puebe permenecer en férma de
un meterial aceiboso. Adends, el material de partida que que- .

i .
da sin reaccidnar en la- mezcla de reaccidn no se deposita

-len la superficie del soporte como slidos, de modo ghe:las

]

|desveriajes esperadas de los s6lidos depositados en &t -super-

ficie estdn eliminades. Una mezcla tel tembida es compatible
con q; guayaco en la composicibn diagnéstica de la presente
invencidn, que actua evifando quexla hemoglobina presente en
el fluido dql cuerpo o muestra de heces entre en el éo?orte,
poroso, '

la composicidén diogndstica de la presanﬁe‘inﬁeﬁciénw_
éuede contener cualquier componenie que ordinzriemente pueda

> (] K] RN o .‘—'—/”A g
ser utilizado con est?/gbgefa, tadl como un fempdny UA tenso-

fffizgj_EE;Engrpnfﬁ/reg01adOr de fondo y/o un agente para
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avmentar la viscosided de la compdsicién, Bl taupén consta
por c¢jemplo de unz disolucién mcuose de &cido ft£lico, un
Tosfato o &cido cfvrico. Bl tensoactivo consta; por ejemplo
de una mezela compleja de dteres de volioxietileno de dste-
Ees nixtos de Zeidos 5résos, sor ejemplo Tween 20 (nombre
gomercial registrado). 31 colorante reguledor de fondo es,
gor ejemplo, tartrazina. E1 agente jo:ch auéentar la visco-
é&dad es, por ejemplo, un coloide protector que se emplea
ea gereral m»ere estobilizacidn ds enzimes, tal como poliélgu

1é1g1icol y &lcohol polivinilico.

51 né%oﬁc Ge ;re;arécién del insdrumente de disgnosis
desLa‘ﬁresenﬁe invencibn comprende %a impregnacidn del cita-
do soporite roroso chsorkenlte en unz2 disblucidn que coatiens
el alquil diesmino bifenilo de lz presente invenqién. Bl mé-
todo de wreparacibn del instrumento de diagnosis de 18 pre-
sante invencidn puede verier dependiendo del propdsito pera

el cual se¢ emplee. En el caso en que opclonelmente se mnede

%]

fiadir a la disolucidn de impregnzcidn una oxidass de sacd-
rido, vercxidssa y un guayaco, la impregnacién se puéce e-

& v

fectuer preferitlemento en dos etapas, y el instrunentc e

jdilagnosis asl preparado puede proporcionsr una ejecuciln

completamenie buenz para propésitvos de diagndsticos. Ia pri-
mefa'etapa comprerde la impregnzacibn de dicho soporie poro-

50, sbsorbente en una disolucidén que contiene una oxidasa

0

de sacdrido .y peroxidasa y secado del soporte inpregnado, Y
ls segunda edapa supone la impregnacidn del soporte seco,

anterioynente inmpregnzdo, en oire disclucibn gue contiene

el elguil diamino bifenile y gueyzaco y secado Cel soporte

Gos veces impregnodo. E1 mévodo de acuerdo con la presenic
invencidn no se limitva e la citads incorporacidn-especifica
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para llevar a cabo la presente'inveneién ¥ sc¢ dene interyre~
tar incluyendo otre 1ncorporu6161 en la gue une mszcla do
los cuatro componentes citzdos egté formade por todos juwbos

en combinacidén de unos con otros. Los citedos tempbn, ten~

O

oactivo, colorante rervlguor de fondo y/o agente para su-

1—;——-—

‘entar la. viscosided también-se pusden afiadir a las disolu~

—

clones de impregnedéi dn en la etap& gue se quierz, Bun gl gunos
503 el instrumento de diegnosie de la preseate invencidn
s

puede preparar por impregmacibn del citzdo sovorte poro-

& B

miho bifeniio ¥, cuando se guisra, los citadcs tampén Ten-
50 ctiQo, colorante resul dor de Tondo y/o agente’ parn a-
mentar ia viscosidead, Los‘instrumentos de diagnosis prepara-~
dos por el método de la presente invencién también pueden
presentar una excelente cualidad en el control e impedimento
de la penefrzcidn de 1z hemoglobinz de unz muestra liguida
qué;ha;de”ser exeminada. = - . e,

Los instrumentos .de ulagnos s de la presente invencibn
se pusden emplear &e manera Tordinarvias, Una zb%ita de'uné'
mucst re de sangre se coloca en la superfl ficie de una fi%&'de
ensayo y la muestra de sangre que queda encima se lava'con
agua en un. periodo de tlemno rars 1cular para la resolqgién
del ensayo. Tos 1n3urumentos de ulognosls de la presente in-
vencidn puéden nermitir ia f il ellmlna016n de une mancha )
producida por 19 mnuestra Qe sangre que afecta desfavorable-
mente lz realizacidn del ensayo, puesto que dichas ?iras de
ensayo ofdinarias son incapaces de eliivinar ls mencha hasve
ei punio de que ‘la menche no perjudicue la reaccién de color
de modo que se alcaange la excctitud de_;os'rasultados del
ensayo, De este modo, los instrunenvos de diagnoéis de la

50, absorbente, en una disolucidn que conticne el alguil dis;

4
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presente invencidn pueden der un rerulinic

car y Geterminer una subsisneliz fue e ddenil
nos de modo seaicuantitetivo y rueden ocasionar gue lo resce
cidn da coloraciftn scbre eu superficie tenza lugsr de nodo

estalble, Los instruscnion G2

+

cidn pueden-1dentificer senicuan

en fluides del cuerpo o hecses de uo:bfcs o cniwalss Tor ojowm-

plo glucosz en centitad &o z

dl, Sin duda se debe indicer cue
sa de olro sacdrido, por ejemplo, oxidass de galecioca, en
ven de oxidesa de glucosa, los instrumenios de dlagnosis de
la prezente invencidn pueden der susvznceisliman k

",
e

in

ultados gue los obtenidos con cho insirumento de diag-

osig cuanto se emplea oxidesa de glucosa,

23 slgudientes rﬁfsran igg y ejsmplos ilustren 12 pro-

o

sente invencidn con mes . detelle sin que,.mo obstente, la. 1i-

niten, Se debe comprender gue la cantided de componentes.con

Jne ﬁn gsoporte se recubre no debe estar limiteds a las can-

tidades de éstos des criteg en lo
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ticularmente, les cantidedes ds los H- (y/0 1"=) metil o etil

Riamino Bifenilo y el guayaco ¢ue son los componeuntss mayo-

paces de ger elitcradas y varizdes en gnoval dentro del ine

v

3¢rvalo ée bolerzncics de mas 0 mepos vn 20 por cion relosive
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a lagdcgntidades descritas en cualquiera de los siguientes
éjeﬁﬁibs de la consideracién de la estabilidad de - la enzi-
ma perticular que se utilice y ael intervalo en el cuzl 1la
deLermlnaclén se efectua con fiabilided, Adeumds, las cg tidad
des de 1a oxidesa de sacdrido gue se pueden viilizar prefe;
riblemente pera :la disdlucidén de la primera etana de impreg-
nacidn se puede varisr y alterar en proporcién a la varia-
cibn de las cantiﬁades e los comporsntes de la disolucién
vara la gegunde. etaps Ge impregnacidn,

"Los siguientes e¢jemplos de veferencia incluyen la D3
peracién ae:los alouil derivsdos,

[y

Ejeaplo de Referencie 1

& una disoluciébn de 0,1 g de o-tolidina en 2,0 ml &o
benceno se siiaden 0,6 g de sulfato de dimetilo, 1 mol, y la

mezcls se deja en reposo a temperaibura ambiente uurany&530

“

G
ninutos. Bl compuesto de emina se fuerze e pasar a la capa

de benceno eficdiendo a la mezéle 10 ml de una disolugilds a~

»

cuosa de hidréxido sédico al 10 por cien, Ja capa de benceno
!

ze lava con agua y el benceno se separa por desivilacién para

»

jobtener un producto aceitoso:- oue contiene el matérialu&e’?ar-

tida y una mezcla de las cinco clases de los produot0$,q@
reacclbén que tienen un diferente gredo de sustitucidn:pptl-
- v’

lica."

Ejemplo de Referencia 2 : A>, o

Se replue el Ejemplo de Referencia 1 excepto que se
afiaden 10 ml de metenol ¥y 1,5 g de yoduro de etilo, 2 moles,
on vez de 2,0 ml de Dbenceno y 0,6 g de sulfato de dimetilo,-
respectmvamente, v la reaccién se lleva a cabo durante una
honé, Ta mezcla de reaccidn se ext srae con 2C nl de benceno

e e

N ss/ﬁ;a%a_daﬁlawmism' ‘manera ou@ anveriornente yara obtener
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unz mezela del producte de psrtide y cinrco clases de los
productes de reaccildn que btienen diferente grade de sustitu-

cidn et illca,

v
oy

ﬁJOQPJO de Referencia 3

et

‘eno se afiaden 1,4 g de sulfato de dimetilo, 2 moles, y la
Eezclé sc deje en reyroso a bemperaturza ambionte durante 3¢

minubtos, Despuds de zfiadir a esto 30 ml de una disolucién

]

ucse. de hidréxido sbdico al 10 por ciembto caliente, la &i-

-

solucidn ss nzce neuira y se fracciona, 4 continvacidn so

s capa de benceno con agua, y el benceno se separa por

'-l

=

lzjva

1

debtl acidn para obtener los productos de reaccidén con uns
uvécla de derivedos metllicos de la beneidina, Tamolén que -~
de sin reaccionzar une. pequefia cantidad del producto de AT
tida.

. Biemplo de Referencis 4

Se mpite el procedimiento del Ejsmplo de Refersi: 1&
3 excepto que se ut:lmzan 20 ml de metanol y 1,5 g de yoau-

ro de metllo, 2 moles, .y la mezcla se agita durante una nowa

a temperatura ambienﬁe., Se neutraliza la mezcla con 1° ’de

hidréxido sédico granulado,lyuse'separa oY destilaoidn.gl
metanol, E1 producto resultante se extrae con una mezelé de
100 ml de benceno y 20 ml de agua y el exitracto se fracciona
y trata de la misma menera que.anteriormente para obtener
productos similares a los productos amteriores,

Se¢ debe indicar que la proporcidén de los componentes
en la mezela de compuestos depende de las operaclones y Con-
dioionss Ge l& reaccidn., Por ejemplo, la proporcidn de los
compuestos del Bjemnlo de la Heferencia 1 se determina mi-

diendo los picosm obtenidos por crometografia gaseosa y se

4 uvna disolucidn de 1,0 g de benciding en 40 ml de ben:

3




(451

10

18

20

a5

- 16—

encuentra que son como sigue:

Compuestos ~ Cantidades en tanto poxr ciento
orto-tolidina ' 3749
N-monomotilada 43,4
N,N'-dinetilada 745
N,N-dimetilada B 8,6

E N,N,N';trimetilada ' 2,6
W,N,N' ,N'-tetrametilada : trazas

Las tablas siguientes muestran los colores obtenidos
pbr reaccibén de colores de los derivados alguilamino. La Ta
bla 1,indiéa el ejemplo de la. reaccidn de cblores de la o=-tgQ
lidina y sus distintos derivados metilados obtenidos en el
Ejemplo de Referencia 1, y la Tabla 2 muestra la reaccién de
colores de la bencidina y sus distintos derivados metilados

en el Ejemplo de Referencia 3.

. Tabla 1
Compuestos Coloxes

6rto:~tolidina 5 ' Azul

N-noncmetilada - \» Azul verdoso suave

N,N-dimetilada . Bin deserrollo de.célor
. N,N'~dimetilada ' ' . Verde azulado *nJi

Q,N,N'—trimétilada Verde . ﬂ}'ﬂ

ﬁ;NbN'-N'-tetrametilada .. Verde (el desarrollo de

color es +tardio)

Todas las metil benéidinas pueden ser transformadas en
los correspondientes productos oxidados que pueden producir
un @esarrollo de color més estable en un intervalo de pH més
ampiio gue la propia o-tolidina.

' Tabla 2

Coupuestos ' ’ Colores

Bencidins A Azul oscuro




-} -

JEESG ouomeullaqa . Azul oscuro
L,u—ﬂl&@ull&&& , Verde azulado
0,1, ~trinetilada Verde

L,J,“’mh ~tetrenctilada Verde amarillento

Ia mezcla de los derivados etilados de la o~tolidina
obtenida en 2l Bjenplo de Referenéia 2 se desarrolle en un

cropetograne de caps {inz y se examinz la rezccidn de colo-

.

racién, dazndo lugar a casi.lz mismg reaccidn de coloracidn

gque l= producida con la mezclz. de los derivados metiladoe

del Ziunplo Ge Refsrencia 1.

T
PPN | 12

Ios siguiesntes Bjemplos ilustran la preperecibn de

los instrunentos de Giagnosis de la

nveneidn,

L
=
o
{0
@
=
ot
[0}
e

Eisnnlo 1

e

S5¢ preparen de nanera ordineria dos clases difaﬁeaueﬁ
de disoluciones de impregnacidn que tienen las siguientes
compou¢010nuu.

La composicién de la disolucidn que se ubilizs pere
la primera etvepa de impregnaciﬁn es como pigue:

Comwosicibn ' . Cantidsdes

e .

Disolucidn templn de €eide ftélico

0,5 i (pH: 5,3) ‘ 13m .

Oxidzsa de glucosa ' 1.000'hni6ade$.
Peroxidesa . -6 mg'
Tertrazina N 4,2_mg.
Aleohol polivinilico . 200 ng

b

¢ @isolucibn rvara el ssgundo proceso de impregnecién
tione la compos sicidn sizulente:

Compesicién ) Centicate

“llegela Ge o-folidinas netiladas(produc-

. B¢ del Sjemyio de Fefereneis 1) - 80 mg
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Etenor - . | S 13w

" -|indicada péra.ia'segundé etapa de-impregnacién y secando el

.ipepel imbregnédo por segunda vez. El trozo de papel de fil-

. te para 1dent1f1ca016n y determlnac 6n de glucosa en una

~muestra de sangre, por ejemplo, se dep051ta una gotlfa de

. |sangre, A continuacién se hace que tenga luger el desarrollo
?9 ‘lae color y se coupara con un indice de metices de cqlbf'pa—

- . T R - .' Y . . !‘_, 4:. -
~_|trén para llevar a cabo el .andlisis comparativo -semicuanti-

~18 _

Gﬁayaco (fraccidén soluble en cloroformo) 100 ug

Se prepara uns tlra de ensayo sumergiendo un trozo de

papel de filyro Whstmen Ne 54 en la citada disolucidén para

la primera etapa de‘impregnacién, secando el papel impregnas

do, sumergiendo de huevorel'papelvseco en ‘la disoluciédn

tro seco 5e corta con un ancho de 5 mm y se guarda en uh lue-
gar en él'gue'no recibas luz y se mantenga una humedad baja.

Para u»lllaar la tlra de. ensayo preparada anterlormenn

la muestra de sangre en 1a superflcle de la-tirs de ensayo ¥y
la hemogloblna gue queda en la nisma se lava haclendo ‘circuls
agua durante un minuto por la superflcle de la tlra de\
ensayo, La tira de ensayo da 1a reaccidn de coloraclon ‘en

proporciSn a la:concentracién\de glucosa en las mestras de

s
B} -+

fativo. El indice de matice$idé color se prepara desarroilan
dé'yfdeterminadp un colbr-enippoporcién a la:céntidad de
glucbsavgspec{fica»envuna ﬁuestra ﬁe‘sangre. En_las tiras
de ensayo de la presente invencidén, no se obserﬁa'deterioro
del cblor‘5 minutos después que sé 1avén con‘disfintas can—-
tidades de asgua como no“malmente se ve respecto de las citaw-

das tlras de -ensayo . ordinarias comer0¢almente disponibles.
»5mewnlo 2

Se prepara-uua tira de emsayo sustancialmente del mis-

r
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mo wodo que en el Ejemplo 1 excepto por el cupleo della mez-

Amisma menera que en el Fjemplo 1 execepio que se emplea 0~H0-

v‘ﬁihudas. La tire de ensayc, cuando. se emplea para proné sitog

|
cla de etil o-tolidinas preparzda en el Eﬂemplo de -Refersn~"
cia 2 en vez de 105 derivados L@tlluﬂOﬁ de o-toli dine ‘en la
-segunda QluOthlén. Se encucntra que lz tira de ensay@ nues-
e cas; lqs mismbs‘resultados gue con la tire de enseyo
reparada-en el Eeimnlo 1. L,

Biemplo ocmna ativo

Se prepara una olra.de ensayo sustancialmente de la

..

lidinz sin cacclonar en ves de la scle de o~tolidinas me-

dibgn6Qi1coo, no eo,aniforme en la‘reaccién de coloracién

¥y ademés es incapaz de eliminzr la’ heaoaloolna adnerida a

7z

* )

la superficie de la tira de ensayo, de modo Que los resulta-

* »

EY .

dos del ensayo no son satisfactorios comparauos con az ti-

ras de ensayo preparzdas en los Ejenplos 1 y 2.

;‘
Lowow
>

Eiemnlo 3 - e

Se prenaranvlas tiras de ehsayo ﬁé'iavmismévmaﬁera
que en el Eaemplo | excepto qd se emnlea cloroformo 16T

> }"

rUro:. de metlleno tetracloruro ua carbono 0 dlnloroetahowen
vez de etanol en la a&soluc;én pars.lé. segunua etapa Ta- "m—
pregna016n. Estas tire 8 de ensayo tamblén se encuentra Qne
dan ca91 los mlcmos rusultacos Que las tiras de ensayo obﬁe-

iaas en el bgemplo 1. ,i\ '>‘7A*sl._ ;;' L |
Los e1emnlos gque sigwen ilustran 1a prepardclén de las
tiras de ens ayo dtiles para 1aeniificar hg determlna” sacéri-
Gos ¥ la hemorr gia ocaltg en ]a or’ua, n,§GCuivamcnue.‘-

Ies distintas gisol mnrngaac;én ue obtlanen

'u

utilizando la 00mﬂ051c46

<
4//
-
v/“
e
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) omposicin © . .  Cemtidades
5 Hezcla de los productos de resccién & ... o
partir de o-tolidina o bencidina (co- ' :
mo se-preparan en 1os Bjemplos de Re- - S :
feren01a) o . 120-100 mg .
|Etenol @e 95 % - . B '4«6,m1.
B
: Disolucibn tempén de é01do citrico,
0,1-0,5 & (pH: 4»8) . A 2-3 w1
Oxidese de glucosa S 500-2. 000 unidades
EaftraZina : ) : O 5~15 mg
- Tween 20 (10%) . o 7 0-0,1 ml
-10 Peroxidasa . o S - 1-10 ng

18

3; . . ) '
j,;DiSOlﬁciones'que'tienen dichas compo 1010ne se‘pre-
paran, por egemplo, dﬁsolv1enuo 60 mg de” una,mezcla de dl—

-~

chos produCuos de rea0016n en b ol de etanol aﬁadlendo 2
éeta 3 ml de la disolucidn tampén' d1501v1enﬁo unz mezcla
de 1. OOO unluades de- oxldasa de glucosa, 1 mg, de perox1dasa
y 10 mn de‘uartr321na en 4 ml de tampén, mezclando las cos

1‘,_,

. L3N
d1501u01ones “¢i% adas una-.con otra' Yy aﬁadlendo a ésto tf

-

ml de Lween 20 “f"A~;5f‘ - \ T
i ' IR "-'aé,nta

'?Para pronésluos compararlvos se. preparan de 1a m%gmaf'

o,bencmdlna 51n.rea001onar

na :

do un soporte tal como un papel de flltro en dicha dlsoluclé

y secando el papel 1mpregnaao fluyenﬁo una corrlenre de a1re‘5

que tleng una ‘temperatura de 70°C aurante 3 mlnutos. Las ti-
ras ae ensayo preparadas como se 1ndicé qon como 51gue.”;'

T Llra de- ‘ensayo A-r Psta tira de ensayo contlene los

proaucuos de reaceidn obteng@gg#gn,el~33emplo ae'"nfarer01a
___,_«-/‘W“/

o——

1°0 un2 mezcla de los proauctos de reaccxén obtenldos en el

- Egemplo de referencla 2,

.

:A conulnu3016n se prenara una tlra de ensayo sumqrglenr.?l“




SR | .

-

] . Tire de emsayo B: Ie tira de ensayo combiene la o-to- | . i -l
i © [ Lidina que no he reh001onado con nLngdn agente de alqu11a~
cibn y se utiliza como control, ‘ - CoLlel

mira de ensayo C: Esta contiens una mezcla de derivae

5 dos metilados de bencidins obtenidos en el Ejemplo de pefe-

rencia 3 o en el Ejemplo de Referéneiz 4, e

fTira de ‘ensayo Dy Ia tira de ensayo contiene bencidi-

s

na no trateda. y se emplea como conbrol.

Estag tiras de ensayo se prueban sumergiendo cada una

5 10 de ellas. en una. disolucidn que se ajusta de modo que una

cantidad, parmlcular de orina de un adulto humano tenga ana

; : ~ fcantidad de glucosa segﬁn se describe _en la tabla que sigue
v sacéndola de la muestra, lioumaa inmediatamente después que
se ha sumergldo en é1. 4 conxlnuaclén el tono de color de
15 lgs tirass de ensavo sometldas 8 prueba se compara en 60 a
120 segundos y se determim por referencia al inalce q§‘mati~

>

ces ds color patrén. Ios resultados se muestran como 3igve:

Tabla 3 .
R h“j;Concentra016n de glucosaLAtanto por éiéﬁ
. . fhires de ensayo 0,1 _0,25 0,5 2,0,
fpg = : 7 ‘ -
: A . - Verde ama- Verde . Azul ver- Azul OS-
. ~rillento . .7 . doso - cure:
. *B . Verde ame- Pardo ver- DPardo ver- Pandﬁ*azuml
RN . -rillento doso - :iL, jdg azulado lado
¢ | Verde am~ Verde -~ - Azul ver- Azul - | °
- frlllentO\ PR doso S )
725 : Di Pardo ame- Pardo VO ‘Pardo verw Aéul pafn e
' e rillento doso - - doso oscu~ duZQp
- . 0. ‘

Nota: Las tires de emsayo B y D se vuelven pﬂraas in-’

3

medlatamente despubs que’ se extraen derla muestra de ensayo. R
Con las mjﬂmac tiras de ensayo anteriores se 1leva.

30 cabo un ensayo utilizando unz muestra de suero que contiens
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que contienen una combinzcién preferida de la siguicnte com-

glucosa en- cantldad de 0 a 120 ng por dl Los resultaaos
del enSayo son CaSl los mismos que anterlormante.

- 1“;lem;_a_la 5 ,
- Se preparan distintes disoluciones de impregmacién

3 -

posicidns A . . &

Composicién ' ©__ Cantidades

Hezela de 10S nroauctos de la reaccién a -
‘pertir de o-tolidina. (obtenida-en el B jem~

plo de Referencia.l o 2)- o A _-20~{Odvmg
Btanol de 95 % - S - _— 4-8 . m
Disolucién tampon de. 4sido citrico O,2-M‘, -

pH 5,5 . - e o 3T
¢artrazina  . - "o, 1-0 5 ng
Tween éO'al 10 & . : ,~ - < S T, 4050, 5 ml

A upe. disolucién de 60 mg de la citade mezcla i@ xro—
ductos de’ reaCC16n en 6 ml de etanol y5 ml de 1a, disolvclén
tampén se. afiaden 0,2 mg ae martraz1na y 0 05 m1 de ”mggﬁ 20

en- este orden. Las tlras se preparan del mlsmo modo que - en :

“s»\-r ,.'ilz;'w;_ s

el ?1emnlo 4.7

'**Se'prepara:del-mlsmu modo que ‘ant erlormenie como ﬁlso

-
"

dlna sin tratar en wez de la citada mezcl& ae los prodﬁeuos

de rea0016n

.jﬂ2_5a conulnuaclén se comprueban 1as tlras de ensayo nor .
el mlsmo‘prqcealmlento que en el Egemvlo 4. De eSuaS se so~_
meten al ensayo 1a Fira de ensayo gue consta de un pepel ueﬂ
flltro de 5x40 mm y contiene una mezcla de los prouuctos ae}
rea0316n obtenlda en el Jgemplo de- reTerPncﬁa 1 (cztcda mas;

abaﬁo como tire” ae ensay ) .y otfa que t;ene las mlSMqS di~

mensiones que 1a tlra de ensayo E pero que contiene o—uolldi;

1u016n de.control una d1s01v016n en la’que se emnloanertoll— s
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na sin reaccionzr en vez de la citada mezéla (citada mos e-
ta jo como tire de ensayo I): Ceds una de las tiras de ensa-
vo se sunerge en un nuestra ,1qulda que se ajusta por adi-
cién de sangre humena a orina de un. 2dulto humeno szno de .

modo que tenza una ConCOPuf&Oldn como 12 deserito nn la ﬁa;”

bla de mas gbajo. A continuscién 1as tiras de enqayo se ex—

traen Ge la muestra lfguida immedie tamente después de su—~

mﬁrélrlas y se gotca sobre.su superficie una vOua de una di~
golucidn G& p eréxido de hidrézeno al 3 por ciem, Se detvrm1—
na el wono Qe color de-las tires de ensayo'30 segundos des=

puds

28

¢ la adicibn a las mismas de la disolucién de perdii-

- ‘:‘

do de hidrégeno. Los resultedos se muestran como sigue:

[ERTE)

Debla 4 - - ‘
Tire de’ ' Concenorac16n de nomorrapla oculw
ensayo  1/100,000 1/20.000 1/10.000 1/2.000'1/1.000 )
E  Vérde ama- Verde . Azul Verde  Azul ',
rillento ¢claro T glaro oscuro  oscuror
F  Verde eme- Verde ema Azul-  Azul  Azuwl -
. .rillento  rillento- ‘claro = . - oscuro.

.claro
. ) o . .“’,

V. Hotas El.tono de colar de. 1a_t1ra~de ensayo E eé‘ﬁgs

o fvive y claro nué el de la. tire de. ensayo F ‘de modo que'ﬂe

28

30

11‘

hace mas fécll dlstmnrulr une concentraclén de la otra:aun

si ‘el-color es de: la mlsma categoria.
Se prepara una tira de ensayo que consta de una hoja

lde pepel y las alqull o-tol dines dé lalbresehté‘invenciénﬁ'

ara uwvilizar en el/v¢amen de henorragla 0Cu1tu en heces

e

6/1&55.
Se prepara de manera ordimaria una disolucién de -im-

preganccibn que tiene la composicidn siguiente:
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nidos en el Tjemplo de Helerencis 1 240 ng
Aleohol etilico 13 nl

{\'fuayaco . 40 -1g
1 -~

Tosfato monopotdsico 180 ng
ﬁosf&to bisédiq9» 340 ng
%grtrazina 2 =g

Agua 16 nl

\ Coro disolubién.dé iﬁpregnacién sustitutive se nuede

Composzicidn tsntidades
ks o o oo -

I'ezela de los producitos de rezceidn obie-

mnlear la mszcls Ge los productos de yoacceidn de las alguil
(% &

orfrotolidines o bencidines gin separar de la mezcla

~ -

¢idn., Se prepara unz disolucidn que contisne dicha mezels:

1,0 e o-tolidins se disuelve a 502G en 20 nml de alcorol
sV & !

)

metilico (o alconol evilico); se =2faden 0,6 g de sulfaic de

q

dimetilo; v l1la mezcla resultante se deja en revoso dursnie
30 a 60 minutos & tenperazturz ambiente y se¢ diluye con sl-
conol etflico a un volumer total de 54 ml, Le disolucidn de

impregnaci én tiene la sizuiente composicidn:

Composicibn Centidedes
Disolucibn citada que conticne alguil. o-to- ,
lidines : A3 w1
Guayaco ) ' 40 .ml
Fosfdato disddico potésico 180 mg
Fosfato disébdico o 340 ng
Hidréxido sédico 0-46 ng
Tartrazine 2 ag
Agua 16 ml

S¢ preparen las tirss de ensayo por impresmecidn de
un soportec tal como vepel en ceda una de las disoluciones

ae impregnacién eidedes y o conbinuacidn se seca el soporte
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R

-

T

impregnede sin exronerlo a la lus,
Como control, s¢ preparsih izmbidn tires de enceyo de
le mispe NMERETS CXCEDTO que la ulco]ucvdn de 159*egn&“1‘n

consense derivaden sin alguilacidn en

&

s

Sle ajugta de modo que
les citedes disoluclones ds impregnecidn en vez de 1os el-

las tives de ensgyo esi preparafes =e pruchben pors 12
rzaceidn de coloracidn ubtilizando une dizolueidn novoze que
contiene 5.por cien en peso ée peréxido de hidrégeno ¥ 35 po3
cien en peso de @lconol. Los fesﬁlt%c_a Gel ensayo nulsiren
que la tire de enseyo Ge lu presente duvencidn cs seasibis
a muestra de sangre numana fresca que se he diluldo &4 uns
concentracibn de 1/100.000, mientras ¢ue la dire de onsiyo
control s sensible hesta una di1UGi6n de 1/20.000 de la
auestra de sangre con aguea,

s Ejicmnlo 7

Este ejemplo ilustra wna tira de enseyo e lg puoensn-

te inveneibn que es Util pera el exenen de galactoss en o-

rina,
Se preprere uns tirg de ensayo sume fgjenlo wns haju de
papel de filitro de dietilaminoetil’ ce1010sa Unatman DESL; en

una.disblucién ds imprognacidn y sécéndole a 4090‘com9;lri-
mera etapa y sumergiendo el papel seco en otra dlgsolucidn

de impz egnaclén T secéndola g la miema temperatura como Se-
gunda etapa. Ia tira de ensayo asi preparada se gu rda o e

na temperatura veja sin que le dé la luz dirsctha.

Ia disolucidn de impregmecidn pera ls prinmers etzya --

tiene la composicida siguiente:
Ccmposiciég Contidedes

A

Pisolucién tempén de Lcido eltrico 0,3 I

n
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(pH: 5,0) & ml
Hetil o-tolidinas ' 20 mg
Alcohol etilico o 6 ml
Tartrazina 1 =g

Le disolucidn siguiente se emplea porz lo segunds e~

3épa: s )
Composicidu Cantidades

Oxidess de galsctosa 1.500 unidades

Peroxidasa . 6 ng

Disolucidn tampbn de fosfatos 0,1 I

(pH: 7,0) 6 ml

_ Se encuenira que las tiras de ensayo son capaces de
identificar semicuantitativemente galactosa en orina en una
cantidad que oscila de 50 a 1.000 mg por dl. -

Tjemplo 8

Eete ejmplo describe una tira de ensayo que coniiene -

.

»

lzs alquil’o-tolidinas que =e ubilizan para lz identifica-

y ¥

¢ibn de galactosa en sahngre,

Se prepars una tire de emsayo de la misme maﬁera que
en el Bjemplo 7 sxcepto que se utilizen dos ﬁisoluciéﬁé;‘de
impregnacién que tienen composiciones diferentes. " ,

‘Lz composicidn de la disolucidn de impregnéciéﬁ:ﬁa;an
1a\§rimera,etapa es como sigue: S

N

Composicidn | | Cantidades
Disolucifn tampén de £cido ftdlico 0,3 M .
(pH: 6,5) ' 2,5 ml
Alcohol polivinilico - - 20 mg
Oxidssa de galactosa 1.500_unidaﬁes—
Tartrazina ' ] : 0,4 mg
Peroxidasa . . 1 ng

Ia disolucibn Ge impregnacidn utilizada en la segunce
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etapa tiene la composicidén siguiente:

Composicidn Cantidades
Metil o-tolidinas 80 mg
Guayaco 100 ng
Alcohol etilico 13 ml

La tira de ensayo asi preparada se comprueba de la nig
ma manera que anteriormente al ensayar glucosa en sangre y
se encuentra gue identifica semicuantitativamente galactosa
en sangre en una concentracién de 40 a 500 mg por dl.

También-se encuentra gque una tiré de ensayo que se pre
para de la misma manera pero empleando o-tolidina en vez de
la citada mezcla de los derivados alquilicos es inferior en
el sndlisis semicuantitativo de galactosa en sangre a la pre|
parada como antes de acuerdo con la presente invencidn.

En resumen, la Patente de Invencidn gque se solici%a de-
berd recaer sobre las siguientes:

RETVINDICACIONES

1. Un método para la produccidn de un aparato de diag-
nosis, que comprende la impregnacidén de un soporte poraso
absorbente en una disolucidén que contiene un derivado de dia
ming bifenilo sustituido con por lo menos un grupo de alquilp
que tiene de uno a cuatro Atomos de carbono en cualqugega de
sus grupos amino, separar el soporte de la disoluciénly'secag
lo, |

2. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el
que el derivado alquil diamino bifenilo es N-metil-, N;N'-
dimetil-, N,N,N'-trimetil o N,N,N'-N'-tetrametil~o-tolidina.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el

que el derivado alquil diamino bifenilo es N-etil-,N,N-die-
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til-, N,N'-dietil~-, N,N,N'-triotil-, o N,N,N',N'-tetradtil-
o~tolidina.
4, Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el

qQue el derivado alquil diamino bifenilo es N-metil-, N,N-

dimetil-, N,N'dimetil-, N,N,N'~trimetil-o-N,N,N-,N'~tetrameti

bencilina.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el
que el derivado alquil diamino bifenilo es N-etil-, N,N-die-
til, N,N'-dietil-, N,N,N'-trietil-, o N,N,N',N'-tetrametil
vencidina. "

6. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el
que se aflade una oxidasa de sacérido, peroxidasa y un guayac

7. Un wétodp de acuerdo con la reivindicacién, 6, en el
gue la oxidasa de saclrido es oxidasa de glucosa u oxidasa -
de galactosa.

8. Un métode de acuerdo con la reivindicacién 6, en el
que el guayaco es &cido &-guayacdénico o &cido B-guayazébnico.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacidn l,'én el
que se afiade un ﬁampén, un tensoactivo, un colorantg rigula—
dor de fondo y/o un agente pafa aumentar la viscosi@gg;

[

10. Un método de acuerdo con la reivindicacién 9;’en el
que el tampdén es una disolucidén acuosa de &cido ftétiéé% un
fdsfato o &cido citrico. Vf

11. Un método de acuerdo con la reivindicacién 9, en el
que el colorante regulador de fondo es tartrazina.

12. Un método de acuerdo con la reivindicacién 9, en el
gue el agente pars auwmentar la viscosidad es un protector de
coloide. . |

13. Un métodp de acuerdo con la reivindicacién 12, en

el que el protector de coloide es es polialquilen glicol o




10

18

20

25

30

-29 —

alcohol polivin{lico.

14, Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el
que el soporte poroso absorbente es papel de filtro, papel
de filtro endurecido, material de vidrio poroso aglutinado o
material pléstico poroso aglutinado.

15. Un método seglin la reivindicacidn 1, caracterizado
porque el soporte poroso, absorbente se impregna en una so-
lucidén que contiene una oxidasa de sacdrido y peroxidasa,
separar el soporte de la disolucitn y.gecarlo previamente a
la impregnacidn en una solucidn que coﬁtiene un derivado de
diamino~bifenilo alguilatado.

16. Un método segin la reivindicacidn 15, caracterizado
porque la disolucidn contiene un derivado diamino-bifenilo
alquilatado gue contiene un guayaco.

17 Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el gque ha
de recaser la Patente de Invencién que se solicita: UN METODO
PARA LA PRODUCCION DE UN APARATO DE DIAGNOSIS.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la pre-
sente memoria descriptiva que consta de veintinueve pAginas

mecanografiada.

Madrid, 9‘;@ero de 1975
BERNARDD UNGRIA

S -
e
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