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Horno ri a descriptiva

TI registro de la patento da invención que 

se solicite tiene por objeto garantizar la explotación 

exclusiva en todo ol torritorio nacional y sus posesiones 

de un método para detectar bajas concentraciones do endo- 

toxina en una muestra do Material, conformo ce describe 

a continuación.

Antecedentes de la invención

Como se ha tratado frecuentemente en la lite 

ratura publicada, por ejemplo, Thrombos. Diath. Uomorrha- 

no. Vol. 23, páginas 17C-181 (l07r¡). las células amoboci- 

tos de la sangro do miembros dol género Limulus, y parti­

cularmente Limulus nolvohomus. el cangrejo bayoneta) for­

man coágulos cuando se colocan an contacto con pirógenos 

tales como endotoxina bacteriana. Cetas células amabocitos 

proporcionan a un cangrejo bayoneta lesionado: un mecanis­

mo da coagulación de la sangra eficaz, impidiendo de éste 

nodo una proliforación posterior y una migración do hacto 

rías a otras partes dol cuerpo.

En ol momento presento, se practican en co­

nejos ensayos con pirógenos in vivo de soluciones parante 

ralas. Tal programa do ensayos as muy caro y dificii de 

realizar.

Ge ha invertido una cantidad considerable 

en investigación en el uao de ameboeitos de Limulus. des. 

puÓ3 de somatarlos a lisis en agua o similar pare romper 

les células, como un medio de ensayo austitutivo para pjL, 

régenos y productos estériles. Un resumen característico 

do tal trabajo rocíente con Limulus ae encuentra en el
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Ho. 3. náninas 39-14C. r!svo-3unio. 1973.

0c Moda carsctorístico, las células amabo- 

citos dol Linulus co someten o una lisio colocándolas 

en agua destilada, o Mediante cualquier otro Medio para 

rompor las células de la sangro. R continuación de esto, 

la solución resultante se filtra y centrifuga, pars eli­

minar los solidos, tales como fragmentos do tejidos cclu. 

larca y similares, y obtener así una solución do protei­

ca, comunmente conocida como lioato de Li tulus. Lata so­

lución de proteína (linato de Li mluo) se utiliza conven 

cionalnonte para detectar endotoxina bacteriana paniéndo 

la en contesto con el material quo sa ensaya y observan* - 

do si so forme o no un coágulo do protoina que tonga cier 

tas patrones mínimos de estabilidad.

Un patrón de ensayo típico de estabilidad 

dol coágulo es invertir 13C el tubo do ensayo en al que y  

so formó ol coágulo. 'íi el coágulo permanece intacto, ao 

considera como reacción do endotoxina positiva. 3i ol coá. 

guio so rompo, o ni siquiera se forma un coágulo completo, 

se considera como reacción de endotoxina negativa.

LI lisoto do Limulus puyo on aguo estéril 

tienda a tenor un grado inferior de sensibilidad a la ¡uro 

oancia do endotoxina (no inferior a 1,56 nanogramos do en 

dotoxina por ni) que la sensibilidad del ensayo con cone­

jo U.3."3. pora grandes cantidades de soluciones parentara 

loa (por debajo do 0,097 nanogranos da endotoxina por mi) 

y de éste nodo normalmonto no ce adecuado para realizar 

ensayos con pirógenosen tales soluciones. 3i bien eo han 

provisto anteriormente ciertos aditivos para la solución



de lisato de Linulus con ol Tin de mejorar la estabili­

dad <;el lisato y similares, fE. Thyo Yin, v otros. Biochom 

Oioohys. ^ctSj 261 (1972). páoinas 284-309). no hay info¿ 

msción de ninguno técnica anterior quo permito que la sen 

sibilidsd col lisato de Limulus llegue a ser igual a la 

del ensayo del conejo U.3.P. para grandes cantidades de 

soluciones parcntcralos. 3a ha añadido calcio como "poten 

ciador", sin alcanzar la sensibilidad deseada (narchclonis 

v otros. Journal of rolacul;,r Oíolanv 32 f2) onoinos 453- 

465 C1968).

Do acuerdo con osta invención, se describen 

varios matcriolos aditivos que aumentan la sensibilidad-,' 

del lisato de Linulus. frecuentemente a un nivel que igue 

la y aún puede exceder la sensibilidad a la endotoxina que 

as puede conseguir con el ensayo del conejo U.ü.P. para 

soluciones parenterolos en grandes cantidades. La capaci­

dad de la solución da lisato de Linulus de precipitar on 

presencia de concentraciones extremadamente bajas do endo, 

toxina se consigue dotando a la solución de una concentra 

ción catalítica de uno o más do los ingredientes siguien­

tes: imidezol, iones de manganeso, reactivo de Cleland y 

otros compuestos disulfhidrílicos orgánicos equivalentes, 

iones estroncio, iones bario, cisteina y otros compuestos 

monosulfhidrílíeos orgánicos equivalentes, o ionos litio.

Ln gsnorcl as preferible con relación o los 

materiales especificados anteriormente que estén presantes 

on la solución de lissto de Limulus en las concentraciones 

que siguen, expresadas en molos por litro de solución de 

lisato.



de 0,004 a 0,4 ooles por litro 
y preferentemente do 0,01 a 0,3 
molos por litro.

preferentemente en forma do 
Kn* , do 0,005 a C,1 moloc por 
litro y preferentemente de 0,01 
a 0,04 moles por litro.

do 0,C0CC5 s C,C0CS molos por 
litro y preferentemente de 
0,0001 o C,C0C3 molos por li­
tro.

por lo general de 0,005 a 0,4 
molos por litro y preferente­
mente do 0,01 a 0,3 moles por 
litro.

por lo general de 0,005 s 0,3 
molos por litro, y preferente 
monto en presencia del tampón 
"Tris" bien conocido para ob­
tener un pH do 7 e 10.

por lo general de C,CC3 a 0,5 
moles por litro

por lo general de 0,005 a 0,3 
molos por litro y preferente­
mente de 0,03 a 0,15 moles por 
litro.

Los ionoa de magnesio proporcionan por sí mis, 

mos una excelente sensibilización da la protaina do Limulus 

si están en presencia de no más de 0,1 moles por litro da 

iones sodio, que tienden a actuar como eliminadores del 

efecto catalítico del magnesio y por lo general tienden a 

suprimir la sensibilidad de la proteica del lisato a la 

andotoxina, incluso en presencia de otros catalizadores. 

Preferentemente han de ostar presentes do 0,05 a 0,3 moles 

de ionoa por litro de solución. Tambián es preferible

evitar el uso de hidroxialquilaminas junto con los iones 

magnesio. Cn el artículo de Thva Yin anteriormente citado, 

ae ha utilizado el tampón "Tris", que ea una hidroxilamina, 

junto con iones magnesio en presencia de una concentración

Imidazol (comercialmente
disponible por Eastman 
Kodak Co.)

Manganeso

Reactivo de Cleland (co- 
mercialmente disponible 
por üigma Chcmicol Co., 
St. Louis, Missouri)

Iones estroncio (3r*^)

lenes bario (Cc*^)

Cicteina

Iones litio (Li^)
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de iones sodio de aproximadamente 0*15 moles. Ostos dos 

materiales puedan eliminar ol excelente efecto cstaiítí 

co de los iones magnesio.

Preferentemente, el catalizador imidazol de 

esta invención so utiliza en la solución da lisato da Li- 

mulus conjuntamonte con ionos Li , ionos Mg ', iones /fijo 

9lioolot¿7**(quo sa pueden añadir en forma de un tioglico- 

lato de metal alcalino, tal como tioglicolato sódico), o 

iones 3r**. Las combinaciones do estos ione3 con imidazol, 

que parece actuar como un agente tamponante, proporcionan 

al iiaato de Limulua una sensibilidad particularmente al­

ta a ls presencia de andotoxina. Por ejemplo, en unión con 

si intervalo de concentración de imidazol anteriormente 

preferido, se pueden obtener resultados excelentes y fre^ 

cuentemento mejorados mediante adición de 0,005 a 0,3 mo-. 

les de Li* por litro de solución, y preferentemente de 

0,02 a 0,15 molos da iones Li* por litro de solución. Do . 

modo similar, so pueden añadir de 0,005 a 0,3 moles de io 

ñas 3g , y preferentemente de 0,01 a 0,1 moles de iones 

31g** por litro do solución.

Una combinación particularmente excelente se 

obtiene cuando se añaden iones imidazol y 3g en sue con 

centracionos anteriormente preferidas, y de igual modo so 

añaden iones /tiogiicolato7** en una concentración de 0,005 

a 0,006 molos por litro de solución. Resultados particu­

larmente superiores se obtienen normalmente cuando estén 

presentes de 0,C2 a 0,03 moles dB iones !3g ; de 0,02 a

0,03 moles de imidazol; y de 0,001 a 0,002 moles de iones 

¿tiogiicolatg? ** por litro de solución.

De modo similar, se pueden combinar de 0,001



a 0,01 malee de ̂ tioglicolato/^* con loe intervalos do cojo 

centracién anteriores de imidazol para mejorar loe resul­

tados. También se pueden añadir da 0,005 a 0,3 moles de ij& 
4*4*

nos Sr y preferentemente de 0,02 a 0,15 moles da iones 

Sr^*, por litro da soluoién, a una aolucién do imidazol 

para mejorar la eficacia sobre ol imidazol solo.

Los iones cargados positivamente antas mencig 

nados so pueden añadir a la aolucién en forma de sus res­

pectivos cloruros, ai bien no hay avidencia experimental 

que demuestre que ol anión particular elegido os critico 

de modo absoluto, excepto que sa deben evitar aniones que 

tiendan a producir reacciones secundarias desfavorables 

con la protoina del liaato do Limulus. o que hagan insolg, 

bles loo cationes litio, magnesio, estroncio, o similares* 

El uso aquí del término "catalizador" no qui& 

re decir que implique que los agentes do esta invención 

sean verdaderos catalizadores on el sentido químico estríe, 

to, sogón al cual loo catalizadores no se consideran reas, 

tivoc. En asta invención, en donde el mocanismo de la ac­

ción de estos "catalizadores" sobre el lisato de Limulus 

no se conoce exactamente, es posible que los matorialo8 o 

agentas descritos aquí como "catalizadores" también puedan 

cor reactivos. Por lo tanto, los términos "catalizador" o 

"agente sensibilizante" se utilizan aquí para indicar una 

sustancia capaz de proporcionar a una solución de lisato 

de Limulus una capacidad mejorada (o sensibilidad) para 

precipitar en presencia de concentraciones extremadamente 

bajas da endotoxina.

También se ha encontrado que los iones manga
4-4-noao, particularmente lóa iones Nn , son activos para pg
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tenciar la sensibilidad dal lisato da Limulua. Los iones 

manganeso se añadan característicamente en forma de clo­

ruro de manganesoy aunque como so indicó anteriormente? 

no se ha notado que se requiera un anión particular? auji 

qua as evidentemente necesario evitar los aniones insoljj 

bilizantes y los que ocasionan reaccionas secundarias 

desfavorables.

El reactivo de Cleland es un material fácil 

de conseguir comsrcialmgnte? y que aumenta la sensibili­

dad del lisato de Limulua. especialmente cuando se utiljL 

za en las concentraciones especificadas anteriormente. 5a 

crea que otros compuestos disulfhidrilicos orgánicos tam­

bién pueden actuar da modo equivalente.

Los iones estroncio (Sr^) dan resultados 

particularmente excelentes? especialmente cuando se utili, 

zan en las concentraciones señaladas anteriormente. Nor­

malmente, ss utiliza el cloruro de estroncio? pero también 

se pueden utilizar otros aniones, sometidos a las restric­

ciones anteriormente descritas.

Los iones bario (Ba^) son particularmente 

útiles mezclados con el tampón bien conocido "Tris"? dis­

ponible comerciaimente (tris /hidroximetil/ aminometeno) 

y con agentes tamponantea equivalentes, especialmente cuan 

do el tampón está presante en una concentración que propo& 

cíono un pH de aproximadamente 7 a 10.

La cisteina? y ios materiales sulfhidrílicoa 

equivalentes (es decir, otros compuestos monosulfhidrílicoe 

orgánicos talas como la glutationa? un tioglicolato do met 

tal alcalino, o tiouracilo) muestran una capacidad de sen­

sibilización del lisato de Limulua. especialmente en las
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concentraciones anteriormente indicadas. También se han 

obtenido resultados satisfactorios cuando al hidrocloru- 

ro do ciateina disponible en el comercio se neutraliza a 

un pH aproximadamente de 6 a 10 con un producto alcalino 

tal como hidróxido sádico, carbonato potásico, hidróxido 

de tetrabutilamonio o similares.

En particular, se obtienen excelentes rasul 

tadoe utilizando, en la solución do iisato de tyimulus. 

de 0,02 a 0,2 por cien en peso de compuestos que conten­

gan aulfhidrilo, tales como cisteina o une sal tioglico- 

lato de metal alcalino, además de 0,2 a 2 por cien on pje 

so de una sal magnésica soluble en agua, tal como cloru*^ 

ro de magnesio. Do nuevo, el anión do la sal do magnesio 

no poroCB que sea critico, con las excepciones descritas 

anteriormente. El tioglicolato sádico también ea altamqn 

te adecuado como Compuesto que contieno aulfhidrilo.

Los iones litio, tales como loa proporciona 

dos por el cloruro de litio o una sal de litio similar 

que tonga un anión soluble que no interfiera, también son 

eficaces para aumentar la sensibilidad del iisato de Limu- 

luo. especialmente cuando so utilizan on las concontracig, 

nes indicadas anteriormente, y cuando se utilizan mezcla­

dos con imidazoi.

Los agentes cateliticos o sensibilizantes de 

esta invención se utilizan adecuadamente disolviéndolos 

primero Bn agua destilada en las concentraciones deseadas. 

Después de esto, las soluciones resultantes se pueden utJL 

lizar para reconstituir al iisato de Limulua liofilizado 

(sacado por congelación), disolviendo el Iisato de Ljmulus 

en la solución. Esta técnica es ventajosa, debido a que el
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lisato da Limulus so guarda preferentemente en estado lio 

fiiízado. Las soluciones de lisato da Limulus mejoradas 

de esta invención so preparan preferentemente inmediata­

mente antea de su uso, especialmente debido s que su acre 

S cantada sensibilidad a la andotoxina las hace más capaces

de precipitar bajo la contaminación accidental quo a mersu 

do tiene lugar por almacenaje prolongado.

Según sa utiliza aquí, el término "solución" 

se aplica principalmente para referirse a una solución 

10 acuosa, y en general a una solución acuosa destilada, li

bre de pirógenos, que evita la precipitación prematura 

dal lisato de Limulus. Sin embargo, si se desea, se puedan 

utilizar otros disolventes no acuosos tales como metano!, 

otsnol, isopropanol, acetona, etilenglicol, u otros disc.1 

ÍS venteo miscibles en agua, especialmente mezclados con equa.

Se presentan los siguientes ejemplos, con prp, 

pósitos ilustrativos solamente, y no se han da considera? 

como limitativos de la invención, que queda especificada 

mas adelante, en las reivindicaciones. Los poroentajos en 

20 pesa expresados aquí son peso/volumen en gramos 100 cc.

Elamolo 1

Se recogen cangrejos bayoneta dol Océano Atlén 

tico (Limulus aolvohemus) y so colocan en un estante para 

25 encerrarlos con sus costados ventrales mirando hacia arri­

ba. Ls unión entre los dos primoreo segmentos de ios can­

grejos (el prestóme y el opistoma) so prepara limpiándole 

con alcohol. A continuación so pincha lo unión con la aqu 

ja do toma do sangra da una bolsa convencional da sangre 

30 fabricada por la fanual División of Travsnol Laboratories,



Inc., Norton Crove, Illinois, pero modificado da modo que 

ai tubo do rocogida do 3engro sea aolo do 12,7 cm da lon­

gitud (5 pulgadas). La bolsa contiene 300 mi de solución 

do cloruro sódico al 3 por cien (poso/volumen), que con­

tiena 2,07 gramos do otilendiominototraocotato (ODIO) di- 

sueltos.

Los cangrejos bayoneta se sangran uno a uno,

tantos como aaa necesario hasta que hayan pasado 300 mi

do sangre a la bolsa, que tiene 6 0  mi do capacidad. Cl

tubo donante de oangro do 12,7 cm (5 pulgadas) se cierra

cerca de la entrada a la bolsa con un sallador por calor
R

dioléntrico (unidad do cierro por calor HLMTR0N vendí, 

da por fonwal División of Travonol Laboratories, Inc.). 

a continuación el tubo de rocogida do sangre se corta 

carca de la sección carrada al calor, para extraer la agu 

ja.

Se seleccionan dos bolsas, preparadas como 

se indica, y ae equilibran segán Boa necesario con pesas, 

y a continuación so centrifugan en una centrifugadora Sojr 

valí RC3 durante 7 minutos con une fuerza centrífugo do 

1000 (aproximadamente 1.800 rpm) para hacer que sedimenten 

lae células amebocitoa do la cangro de Limulua. En loa c^ 

sos en que parece que la sangre sedimenta bien, algunas 

vocee 03 suficiente aplicar solamente una fuerza centrí­

fuga de 600 (aproximadamente 1.500 rpm.) durante siote mi 

ñutos,

R continuación de la otapa da centrifugación 

de laa células, todas laa bolsea de sangre ae colocan en 

un plano con 108 pe inclinación, con el fragmento cerrado 

del tubo de recogida de sangro dirigido hacia abajo? enton
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eos el tubo de recogida se abra do nuevo mediante corte.

El producto sobrenadante se decanta con cuidado, para do 

jar quo les células sedimentadas permanezcan en la bolsa.

A continuación do la etapa de decantación, al tubo de re 

S cogida se cierra de nuevo por calor de la forma anterior,

mente descrita.

A continuación de esto, a uno de los dos ori. 

ficios do entrada estériles (orificios de medicación) de 

las bolsas do sangre se la introduce una aguja do inyec- 

10 ción, y se añaden seis partes en peso de agua destilada

no pirogénica por cada parto sn peso de células presentas 

en la jeringa, para la lisie de las células. Cl peso de 

las células se puede determinar de modo adecuado substr^s 

yendo el peso do la bolsa de sangre seca patrón del peso 

1S efectivo de la bolsa específica y las células contenidas

en la misma.

3e agita ol agua destilada en la bolsa do 

sangre, y a continuación so deja on reposo durante 24 h& 

ras a 4"C. A continuación de esto, so centrifuga la bolsa 

20 a una fuerza centrífuga de 1.000 durante siete minutos.

A continuación do esto, los contenidos de 

líquido de cada bolsa se pasan a través de un filtro de 

170 mieras (un juego de filtros de sedal fanual estériles, 

procedente de fenual División of Saxter Laboratories, Inc., 

25 f'orton Grove, Illinois), para separarlos do los sólidos

sedimentados, y se colocan en un ambiento congelante has­

ta que se congelan sólidamente.

A continuación la solución de iisato de Limu- 

iua se deshiela con cuidado, asegurándose ds que mientras 

3C tanto la solución permanece fría (os decir por debajo de



los 20E C-aproximadamente). Después do dascongolarla, la 

solución de lisato da Limulus so prefiltra a través do un 

filtro adicional do 170 mieras fonwal, pasando a una botg, 

lia do recogida.

Ll residuo filtrado que queda en el filtro 

oo material indosoado que ha precipitado durante ls eta­

pa de congelación. A continuación el filtrado so filtra 

do nuevo do modo normal a través do otro filtro (un pro­

filtro í'illipore tipo Rh25 que tiene un tamaño do poro 

nominal do 1,5 mieras), seguido por filtración con filtro 

de membrana ¡lillipore, que tonga un tamaño de poro absoi^u 

to do 1,2 mieras, y un tamaño do poro nominal menor qus 

éste. Un tamaño do poro nominal se defino como el diámetro 

do poro que separa por lo menos el 98 por cien de todas 

las partículas dol tamaño indicado.

Antes do usarlos, todos los filtros so lavan 

con 1 litro de agua no pirógena, estéril. Las últimas eta 

pas de filtración se realizan mediante presurización de 

la solución de lisato contra corriente dol filtro con C,9 

kg de presión ( 2 libras ) aproximadamente de nitrógeno 

gaseoso. Alternativamente, se puede utilizar el vacio en 

el recipiente do recogida para facilitar la filtración.

Después de la última otapa de filtración la 

solución se oubdivide en partes alícuotas de 2,0 mi, que 

se colocan en ampollas o tubos de ensayo de 6 mi, que han 

sido perfectamente lavados con agua estéril libro de pi­

rógenos, y doopirogenadas a 245P durante 4 horas. A conti, 

nuación, se cierran los tubos de ensayo adecuadamente, se 

congelan en una máquina de liofiiización (Uirtis Lyophili- 

zer) y se deja que su contenido seque por congelación has
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La que quede un polvo soco.

Reconstitución y preparación da la solución de
liseto de Limulus de sensibilidad mejorada.

Una serie de tubos de enasyo preparados del 

modo descrito anteriormente se retransforman en una solu­

ción mediante edición de 5 mi de una de la solucionas dqs, 

eritas más adelante.

Para calibrar cada muestra da solución de ljt 

sato de Limulus así obtenida, se llevan a cabo los siquier! 

tes ensayos con cada muestra.

A cada una de las sorios de tubos de ensayo 

vacíos, exceptuando el primor tubo de cada serie, ae aña 

den 0,1 mi da agua no pirógena. Al primer tubo, se le han 

añadida 0,2 mi de una solución de endotoxina standard 

coli (disponible en el mercado procedente de Difeo Labore 

torios, Detroit, Michigan). La concentración de andotoxi- 

na cali utilizada es de 100 nanogramos de endotoxina 

por mi. A continuación de esto, se añaden ai segundo tubo 

0,1 mi de solución procedente del primer tubo; y se añaden 

al tercer tubo 0,1 mi de solución del segundo tubo; se co,n 

tinua con áste procedimiento para obtener una serie de so­

luciones de ensayo sucesivas, conteniendo cada una la mitad 

de concentración que las soluciones de ensayo precedentes, 

da modo que la veinteava y última solución de ensayo con­

tenga 0,00019 nanogramos de endotoxina por mi.

A cada uno de los intervalos de ios tubos de 

solución resultante, se añaden 0,1 mi de solución de lis¿ 

to reconstituida descrita más adelante.

Las series de tubos se incuban a 37S C durante 

60 minutos. A continuación sé invierten todos ios tubos, y
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so observa- la presencia o ausencia de un coágulo de pr& 

teína intacto. La presencia de un coágulo da protaina 

capaz de permanecer unido después de la inversión cuidg, 

dosa dal tubo da ensayo es una indicación de reacción 

sensible positiva de la andotoxina por el lisato.

Segón so nuestra en la tabla siguiente, la 

naturaleza do la solución de reconstitución afecta do mgt 

do significativo a lo sensibilidad de la andotoxina dol 

lisato. La tabla muestra varias solucionas de roconstitu 

ción que fueron ensayadas, y cito para cada caso la solu 

ción da andotoxina más diluida capaz da producir una reag. 

ción do coágulo sólido positiva por ol lisato da Limuius, 

después da la reconstitución en las soluciones específi­

cas citadas a continuación.

Para finas do comparación, en ensayo con co­

nejo U.3.P. para grandao volémonos de soluciones porente- 

rales normalmente tiene un limito de detección da 0,097 

nanogramoa aproximadamente de endotoxina por mi. (Solu­

ción Mo. 11).

TABLA I

Descripción do la solución Concentración mée baja de la sg 
de reconstitución utilizada lución de endotoxina capaz do

producir una reacción do coágulo 
sólido positiva (nanonramos/mi)

0,9 por cien on peso do clg 1,56 (Solución No. 7)
ruro sódico (control)

0,085 por cien on peso de 0,39 (Solución No, 3)
L cisteina. HC1

0,1 por cien on poso de 0,195 (Solución Ho. 10)
L cisteina

30

0,C01 por cion en peso de 
reactivo de Cloland

0,39 (Solución No. 9)
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T/sBLfs I (Continuación)

5

10

15

20

25

Descripción de la solución Concentración más baja de la so; 
de reconstitución utilizada lución de endotoxins capa2 de

producir una reacción de coágulo
____________________ sólido positiva (nanooramo/ml)

0,2 por cien en poso do 
2-tio-6-anino uracilo

Una mezcla de volúmenes 
iguales de solución de clg, 
ruro de magnesio al 1 por 
cien en peso y L-cisteina 
HCl ai 0,065 por cien en 
peso.

Una mezclo en volúmenes 
iguales de solución de cío 
ruro de magnesio al 1 por 
cien en peso y da L-cistoi, 
ne ai 0,1 por cien en poso

0,195 (Solución No. 10)

0,097 (Solución No. 11)

0,097 (Solución No. 11)

Una mezcla de volúmenes 0,097 (Solución No. 11)
iguales de solución al 1 por
cien en paso de cloruro de y algunas veces
magnesio y solución de tio-
glicolsto sódico el 0,1 por 0,048 (Solución No. 12) 
cien an peso.

Una mezcla en la relación 0,195 (Solución No. 10)
de volúmenes de 3:2 de solu
ción de Cloruro magnésico I3I
1 por cien en peso y solución
de tioglicolato sódico al 0,1
por cien en peso.

Una mezcla do 2 partes en yg, 0,195 (Solución No. 18)
lumen de solución de cloruro
magnésico al 1 por cien en
peso; 1 parte en volumen de
solución de cloruro cálcico
al 0,3 por cien en peso, y 1
parte en volumen de L-cistei
na. HCl de 0,85 por cien en*"
poso

Una solución de volúmenes 0,195 (Solución No. 10) 
iguales de solución de sulfa 
to magnésico al 1 por cien Tan 
peso y 2-tio-6-amino uracilo 
ai 0,2 por clon on peso.

Tioglicolato sódico si C,1 0,39 Polución No. 9)
por cien en peso

30



Clonolo 2 *

Otras muestras do una operación diforonto 

do lisato do Limulus liofilizsdo, preparadas cono en ol 

ejemplo 1, so reconstituyen on la forma del Ejemplo 1 

con 2 ni do una solución de reconstitución consistente 

en 80 por cien on volumen do agua estéril y 20 por cien 

en volumen de taopón do imidazol 0,13 H! (pH 6,8), o in­

cluyo también aditivos adicionales en las concentracio­

nes indicadas on la Tabla II siguiente:

TABLA II

Descripción del aditivo 
adicional en la solución 
de reconstitución utilizada

Concentración más baja de ío so, 
lución da endotoxina capaz do 
producir una reacción de coágulo 
sólido positiva (nanooramos/ml.i

Agua estéril (control)- 3,12 (Solución No. 6)
sin imidazol y algunas veces

1,56 (Solución No, 7)

Sin oditivo-aolamonte it^ 0,195 (Solución No, 1C)
dazol

Cloruro do litio on una 0,097 (Solución No, 11)
concentración de 0,1 N. y algunas veces

0,048 (Solución No, 12)

Cloruro do litio en una 
concentración da 0,05 M.

0,097 (solución No, 11)

Cloruro de litio on una 
concentración da 0,025 H.

0,097 (Solución No, 11)

Cloruro da litio en una 
concentración de 0,0125 M,

0,097 (Solución No. 11)

Cloruro da magnesio on una 
concentración do 0,2 H.

0,097 (Solución No, 11)

Cloruro do magnesio on una 
concentración do 0,1 M.

0,097 (Solución No, 11)^

Cloruro do magnesio on una 
concentración do 3,35 K.

0,048 (Solución Mo, 12)

Cloruro do magnesio on una 
concentración da 0,025 H.

0,048 (Solución No, 12)
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TRSLH H  (Continuación)

Descripción del aditivo Concentración más baja do la ajo 
adicional en la solución lución de endotoxina capaz da *"* 
de reconstitución utilizada producir una reacción de coágulo 
____________________________ sólido positiva (nanooramos/ml.)

Cloruro de magnesio en una 
concentración ds 0,125 3.

0,04S (Solución No. 12)

Cloruro de magnesio on una 
concentración de 0,00625 H).

0,097 (Solución No. 11)*

Cloruro de estroncio on una 
concentración do 0,2 11.

0,097 (Solución No. l l f *

Cloruro de estroncio en una 
concentración de 0,1 3.

0,043 (Solución No.
*

12)

Cloruro de estroncio en una 
concentración do 0,05 f3.

0,048 (Solución No. 12)

Cloruro de estroncio en una 
concentración de 0,025 !N.

0,097 (Solución No. 11)

Cloruro de estroncio en una
concentración do 0,0125 N.

0,048 (Solución No. 12)

^  La rapotición da ésta experimento on una solución da 
imidazol ostóril da 0,12 M (pH 7,07) da lugar a una rede 
ción da coágulo positiva con una concentración de endoto 
xina de 0,043 nanogranoa/ml (Solución No. 12). ^

rapotición de áste experimento en una solución de Imi 
dazol estáril da aproximadamente 0,12 B (pH 7,23) da lu­
gar a una reacción da coágulo positiva con una concentra 

20 ción da endotoxina de 0,023 nanogrsmos/ml. (Solución No*J
13).

E Templo 3

Otras muestras de liaato da Limulua iiofili- 

zado, preparadas como an el ejemplo I, del modo expuesto 

an dicho ejemplo, con 2 mi. de una solución que comprenda 

0,12 K! de una solución de imidazoi (pH 7,04) y que inclu­

ya ingredientes adiciónalas en las concentraciones indica 

das en la siguiente Tabla III:

30
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TasLa III

S

10

Descripción do loa ingra- 
diontos adicionales de lo 
solución de reconstitución 
utilizada (concentración 
molar)

Sin aditivos-solamente 
Inidoxol

Tioglicolato sódico con 
una concentración de Ĉ 30S W

Tioglicolato sódico con una 
concentración de Cp025 3.

Tioglicolato sódico con una 
concentración de 0,08125 3.

Concentración mas baje de so­
lución da endotoxina capaz de 
producir una reacción do coá­
gulo solido positiva (nanogra 
mos/ml).

0,097 (Solución Ko. 11)

0,048 (Solución Ho. 12)

0,048 (Solución No. 12)

0,048 (Solución No. 12)

O temelo 4

Otras muestras de liseto de Limulus iiofili-

zado, preparadas como on al Ejemplo 1, so reconstituyen 
15

en la forma del Ejemplo 1 con 2 mi de distintas solucio­

nes de reconstitución sagón sa describe más adelante. La 

sensibilidad a la ondotoxina do los productos resultantes 

es como se muestre a continuación:

20 TR3LR IV

Descripción de la solución Concentración más baja de la 
de reconstitución utilizada solución de endotoxina capaz

de producir una reacción de 
coágulo sólido positiva (nano 
oramos/ml). *"*

25 Rgua estéril Una concentración de 0,78
(solución No. 8) no produce 
una reacción positiva.

Cloruro de magnesio con una 0,195 (Polución No. 1ü)
concentración do 0,1 3; imi
dazol con una concentración
do 0,1 3, y tioglicolato só
dico con una concentración
de 0,385 3.

30



T3HLA IV (Continuación)

Descripción do la solución Concentración más baja do la 
de reconstitución utilizada solución da endotoxina capaz

de producir una reacción de 
coágulo sólido positiva (nano 
nremos/ml).

Cloruro de magnesio con una 
concentración do C,C5 M; 
imidazol con uno concentra­
ción ds H,GS n y tioglicolato 
sódico con una concentración 
de 0,0325 K.

Cloruro de megneaio con una 
concentración de 0,025 8; 
imidazol con una concentra­
ción de 0,025 H; y tioglico, 
lato sódico can una concen­
tración de 0,00125 M.

Cloruro do magnesio con una 
concentración de C,C125 !3; 
imidazol con una concentra­
ción de 0,0125 !"!; y tiogli­
co lato sódico con una con­
centración de G,010625 H!.

Cloruro de magnesio con una 
concentración do 0,05 3: cío 
ruro de litio con una concqn 
treción de 0,05 *1; e imida­
zol con une concentración do 
C 35 n +

Cloruro de magnosio con una 
concentración do 0,025 11; 
cloruro de litio con una cojn 
centreción de C,G25 ¡3; e ini 
dszol con una concentración 
do 0,025 S.

Cloruro da magnasio con una 
concentración de 0,1 8; clo­
ruro de litio con una concejn 
tración do 0,1 i; imidazol 
con una concentración do 0,1 

y tioglicolato sódico con 
una concentración do 0,105 !"i.

Cloruro da magnesio con una 
concentración de C,35 8; clarj¿ 
ro de litio con una concentra­
ción de C,GS C;imidazol con 
una concentración da 0,05 8; y 
tioglicolato sódico con una 
concentración de 0,0105 f3.

1,097 (Solución No. 11)

G,Q43 (Polución Ho. 12)

0,195 (Polución No. 1*')

C,097 (Solución Ho.

0,097 (Polución No. 1l)

0,097 (Polución Do.

0,097 (Golución No.
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T"¡nL̂  IU (Continuación)

5

13

15

20

2S

30

Descripción de lo solución Concentración más bajo do la 
de reconstitución utilizada solución do endotoxina cepa^

de producir una reacción de 
coágulo sólido positiva (nang, 
nra^oa/ml).

Cloruro de magnesio con una 
concentración de 0,025 R; 
cloruro de litio con una 
concentración de C,C2S !"!; 
inidazol con una conoentra*' 
ción de 0,025 f-1; y tioglicg 
loto sódico con una concen­
tración de 0,coi2S n*

0,097 (Polución No, 11)

Cloruro do litio con una 
concentración de C,1 imi 
dazol con una concentración 
de 0,1 y tioglicolato sg 
dico con una concentración 
de 0,CC5

C,C97 (Solución No. 11)

Reactivo de Cloland con una 
concentración de 0,0005 N.

Ü,195 (Solución No. 1L.)

Reactivo de Clcland con una 
concentración de 0,00325 K*

0,097 (solución No* 11)

Reactivo de Clcland con una 
concentración do C,3C0062S H*

G,19S (Solución No* t )

Reactivo da Cleland con una 
concontrqción de ¡3,00025 !3; 
cloruro de magnesio con una 
concentración de 0,05 H; y 
tenpón "Trie" con una con­
centración de 0,30625 ¡1.

3,097 (Solución No. 11)

Reactivo da Cloland con una 
concentración do 0,000125 M; 
tampón "Tris" con una concatn 
tración de 0,30312 y clo­
ruro de magnesio con una cojn 
centración de 0,025 H.

0,397 (Solución No. 11)

Clorura manganooo (̂ n̂ "**) con 
una concentración do 0,05 H*

0,195 (Solución No* 10)

Cloruro manganeso con une 
concentración do 3,025 !"!.

0,097 (Solución No, 11)

Cloruro manganooo con uno 
concentración de 3,0125 M.

0,097 (Solución No. 11)



TRSLñ IU (Continuación)

Descripción do la solución Concentración mas baja do la 
de reconstitución utilizada solución da ondotoxina capaz

de producir una reacción do 
coágulo sólido positiva (nanjs 
gramos/ml).

Cloruro raanganoso con una 
concontracion de C,CC625 fil.

0,097 (Solución Do. í.4)

Cloruro mangsnoso con una 
concentración de 0 , 1 ¡S e 
imidazol con una concentra 
ción de C, 125 5. *"

C,1B5 (Solución Do. 1 1 )

Cloruro manganeso con una 
concentración de C,00625 ífl 
e imidazol con una concen- 
trcción de C,125 3.

C,CS7 (Solución Do. 1 1 )

Cloruro de estroncio con 
una concentración de 0 , 2 K.

3,097 (Solución Ho. 1 1 )

Cloruro de estroncio con 
una concentración de 0,053.

C,C97 (Solución Do. 1 1 )

Cloruro de estroncio con 
una concentración de 
0,0125 3.

ü,097 (Solución Do. 1 1 )

Cloruro da estroncio con 
una concentración de 0 , 2 D 
on solución tardón "Trio" 
que tenga un pH do 9,3

0,040 (Solución No w T 2/

Cloruro de estroncio con 
una concentración do 0 , 1 M 
an solución lampón "Tris" 
do un pH cía 9,3.

0,04S (Solución Do. 1 2)

Cloruro de estroncio con 
una concentración de 0,0125 
3 on solución tampón "Tris" 
con un pH do 5,3

0,343 (solución Do. 1 2)

Solución tampón "Tris" con­
trol para el cloruro de es­
troncio dado (pH 9,3)

0,39 (solución í̂0. 9)

Cioruro do baria con una 
concentración do C , 2 H.

0,195 (Solución Do. 13)

Cloruro do bario con una coji C,GB7 (Solución Do. 1 1 )
cent ración de C,C5 *1 en solu 
ción tampón "Tris" que teng*a 
un pH de 9,55.



T'BLI IV (Continuación)

Descripción do la solución Concentración ¡¡tas baja do la 
do reconstitución utilizada solución de ondotoxina capaz

de producir una reacción do 
coógulo sólido oositiva (neng

____________ . _____ ______ areno "/ni),______________ ""

Cloruro do bario con una 
concentración do 0,025 M 
on solución tanpón "Tris" 
que tengo un pH ds 0,55

Cloruro do bario con una 
concentración do f,90625 R; 
on solución tanpón "Tris" 
que tenga un pH do 3,5

lampón "Tris" control para 
cloruro do bario citado
(pM 3,55)

Cístoina. HC1 con una con- 
controción do 0,C2 nou- 
trelizada a pH 7,15 con di 
solución do hidróxido sódl 
co 5 N,

Cloruro da litio con una 
concentración do D,2 fl

Cloruro do litio con una 
concontración do 0,1 3

Cloruro do litio con una 
concontración do 3,05 K

Cloruro do litio con una 
concontración de 3,025 M

Cloruro do litio con una 
concontración do 0,2 ¡T on 
uno solución tanpón "Tris" 
con un pH do 3,55

Cloruro da litio con una 
concontración do C,05 R! en 
solución tanpón "Trio" con 
un pH de 3,55

Cloruro do litio con una 
concontración do 0,012S fl 
on solución tanpón "Tris" 
do pH 9,55

3,397 (Solución Do, 11)

",135 (Solución Do. 1'")

Ü,39 (Colación Do. 9)

0,195 (solución Mo. Td)

0,135 (Solución Do. 19)

ü,997 (Colación 3o. 11)

0,057 (Solución ¡:0. 11)

0,195 (Solución Do. 10)

3,037 (Colución Do. 11)

0,097 (Solución No. 11)

0,195 (Solución Do. 13)



TABLA IV (Continuación)

Descripción do ia solución Concentración más baja de la 
de reconstitución utilizada solución de endotoxina capaz

do producir una reacción de 
coágulo sólido positiva (nano 

____________________________  oramos/ml). ______________

Solución tampón "Tris" con¡ 
trol para cloruro de litio 
citado (pH 9,55)

Cloruro de magnesio con 
una concentración de 0,0125 
Kl en agua estéril, y menos de 
0,1 moles por litro de iones 
Na*

Cloruro de magnesio con una 
concentración 0,05 61 en agua 
estéril, y menos de 0,1 mo­
los por litro de iones Na*

Cloruro de magnesio con una 
concentración da 0,2 6! en 
agua estéril, y menos de 0,1 
molos por litro de iones Na*

Cloruro de magnesio con una 
concentración de 0,05 M en 
solución Lampón "Tris" con 
una concentración de 0,0125 
B! (pH B,10), y menos de 0,1 
moles por litro de iones 
Na*

Los términos en ¡ 

moría deberán ser tomados siei

0,39 (Solución No. 9) 

0,097 (Solución No. 11)

0,040 (Solución No. 12) 

0,097 (Solución No. 11) 

0,097 (Solución No. 11)

a se ha redactado gota me­

ra en sentido amplio, no

limitativo.

NOTA DE REIVINDICACIONES

Se reivindica como de propia y nueva inven­

ción a favor de Baxter Laboratories, Inc, con domicilio 

en Doerfield, Illinois 60015 (Estados Unidos), lo ospaci, 

ficado en las siguientes reivindicaciones:



13.- Método para detoctar bajas concontra- 

oioncs de ondotoxina en una muestra de material, carac­

terizado en que comprendo la puesta en contacto do dicho 

muestra con una solución da lisato de Limulus, on presen 

cia da una concentración catalítica de un material seleg 

donado entro los del grupo constituido por imidazol, 

manganeso iónico, compuestos de disulfhidrilo orgánico, 

talos como reactivo de Cioland, estroncio iónico, bario 

iónico y compuestos da monosulfhidrilo orgánico, tales 

como la cisteins y el litio iónico.

23.- Método pare detectar bajas concentra­

ciones do andotoxina en una muestro de material, cagón 

lo reivindicación 1, caracterizado on quo como concentra, 

ción catalítica se utiliza imidazal.

39.- Método para detectar bajas concentra­

cionas de andotoxina en una muestra da material, según 

la reivindicación 2, caracterizado porque o dicha solu­

ción do lisato se añaden do 0,Cf!4 a 0,4 moles do imidazol 

por litro.

43.- Método para detectar bajas concentra­

ciones de endotcxlna en una muestra de material, según 

la reivindicación 3, caracterizado porque a la solución 

de lisato se añaden de 0,01 a 0,3 molas de imidazol por 

litro de solución.

59.- Método para detectar bajas concentra­

ciones da andotoxina en una muestra do material, según 

la reivindicación 3 caracterizado porque so encuentran 

preoentoa en la solución da lisato de 0,005 a 0,3 molos 

de iones Li* por litro de solución.

6a.- Método para detectar bajas concentra­



ciones de endotoxirta en una muestra da material, según 

la reivindicación 4 caracterizado porque se encuentran 

presentes en la solución de lisato de 0,02 a 0,15 moles 

de iones Li^ por litro de solución#

7B,- método para detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de material, según 

la reivindicación 3, caracterizado porque se encuentran 

presentes en la solución de lioato de 0,005 a 0,3 moles 

de iones N g ^  por litro de solución.

8S.- método para detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de material, según 

la reivindicación 4, caracterizado porque se encuentren 

presentes en la solución de lisato de 0,01 a 0,1 moles 

de iones Rg*^ por litro de solución.

9a.- Método para detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de material, según 

la reivindicación 3, caracterizado porque se encuentran 

presentes en la solución de lisato do 0,0005 a 0,008 mo­

los de iones (tioglicolato)** por litro de solución.

108.- Método pora detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de material, según 

la reivindicación 9, caracterizado porque se añaden a di­

cha solución ios mencionados iones tioglicolato en la for 

ma de tioglicolato sódico.

113.- Método pera detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de material, según 

la reivindicación 3, caracterizado porque se encuentran 

presentes en la solución de lisato de 0,005 a 0,3 moles 

de iones de 5r por litro de solución.

123- Método para detectar bajas concentra-



cionao do endotoxina en una muestra do material, según 

la reivindicación 4, caracterizado porque se encuentran 

presentes en la solución de lisats de 0,02 s 0,15 moles 

de iones 3r*"*" por litro da solución.

139.- método para detector bajas concentra­

ciones de andotoxina en una muestra do material, según 

la reivindicación 8, caracterizado porque so ancuontran 

presantes en la solución do iiaato do 0,0305 a 0,008 mo 

los do iones (tioglicolato)** por litro do solución.

149.- Método para detectar bajas concentra­

ciones de andotoxina en una muestra de material, según 

lo reivindicación 3, caracterizado porque oe encuentran 

presentes en la solución de iiaato da 0,01 a 0,2 moles 

do iones do Li por litro do solución.

15B.- Método para detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de material, según 

la reivindicación 14 caracterizado porque dichos iones
í

ti ae aHaden en forma de cloruro de litio.

169.- Método para detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra do material, aegún 

la reivindicación 1, caracterizado en que coma concentra 

ción catalítico so utiliza manganeso iónico.

179.- Método para detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de material, según 

la reivindicación 1, caracterizado en que como concentra 

ción catalítica se utiliza el reactivo de Cleland.

189.- Método para detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina an una muestra de material, según

la reivindicación 1, caracterizado on que oe emplean como
4-4*concentraciones catalíticas iones Sr .
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19B„- Método pera detectar bajas concontra- 

clones da andotoxina on una muestra de material, según 

la raivindicación 13, caracterizado porque la solución 

da iisato incluya da 0,005 a 0,4 moles de iones Sr por 

litro.

208.- método para detectar bajas concentra­

ciones da endotoxins en una muestra de material, según 

la reivindicación 19, caracterizado porque se encuentran 

presantes an la solución de Iisato de 0,01 a 0,3 moles 

de iones S r ^  por litro de solución,

218.- 'létodo para detectar bajas concentra­

ciones de andotoxina en una muestra do material, aegúii

la reivindicación 20 caracterizado porque se anadón iones 
<%*<%*

Sr en forma de cloruro de estroncio, ^

228.- Método para detectar bajas concentra­

ciones de andotoxina en una muestra de material, según

la reivindicación 1, caracterizado on que se amplean eo¡
* 4* "mo concentraciones catalíticas iones Ba ,.

238,- [létodo para detectar bajas concentra­

ciones da andotoxina an una muestra da material, según

la reivindicación 22 caracterizado porque la solución
4-4.

de Iisato contieno de 0,C05 a 0,3 moles de iones Ba por 

litro,

248,- Método para detectar bajas concentra­

ciones de andotoxina sn una muestra de material, según 

la reivindicación 23 caracterizado porque se incluye una 

cantidad do tampon "Tris" suficiente para proporcionar 

un pH de ? a 10.

25a.- Método para detectar bajas concentra­

ciones de ondotoxina an una muestra do material, según



la reivindicación 1 , caracterizado en que cono concentra­

ción catalítica se emplea un compuesto de monosulfhidrilo 

orgánico.

263.- figtodo para detectar bajas concentra­

ciones do endotoxina on una muestra de material, según 

la reivindicación 25, caracterizado porque dicha solución 

de lieato contiene de 0,"05 e 0,03 moles de clsteina por 

litro.

273.- Método para detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de material, según 

la reivindicación 25, caracterizado porque la solución 

de liaato contiene una cantidad catalítica da iones de 

magnesio.

233.- Método para detector bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de material, según 

la reivindicación 1, caracterizado por la utilización 

con dicha solución de lisato de C,2 a 2 en poso, da 

sol do magnesio soluble on agua y de 0,02 a 0,2 % en p^ 

so de un compuesto monosulfhidriio orgánico seleccionado 

entra el grupo formado por clsteina, sales do tioglicolo 

to de metal alcalino, y 2-tioaminouracil.

293.- Método para detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina on une muestra de material, según 

la reivindicación 28 caracterizado porque dicha asi ds 

magnesio es cloruro de magnesio.

303.- Nótodo para detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra do material, según 

la reivindicación 29 caracterizado porque dicho compues­

to que contiene sulfhidrilo os tioglicolato sódico.

313.- Método para detectar bajes concentra-



clones da endotoxina an una nuestra do material, según 

la ralvindicación 1, caracterizado porque dicha solu­

ción incluye da 0,004 a 0,4 moles de imidazol, y de 

0,0G5 a 0,3 molas de ionaa de por litro de solu­

ción.

323.- Método para detectar bajas concentra, 

cionas de endotoxina sn una muestra de material, según 

la reivindicación 31 caracterizado porque ao encuentran 

presentes en la solución de liesto de 0,01 a 0,3 moles 

da imidazol y de 0,01 a 0,1 molas da iones M g ^  por li­

tro de solución

338.- Método para detectar bajas concentra­

ciones da andotoxina en una muestra de material, cagón 

la reivindicación 32 caracterizado porque se encuentran 

presentas en la solución de lisato de 0,cr.C1 e 0,038. ao 

loo do iones (tiogiieoiato)" por litro de solución.

343.- Método para detectar bajas concentra­

ciones do endotoxina en una muestra de matorial, según 

la reivindicación 1, caracterizado porque con dicha sa^ 

lución de lisato se emplean de 0,304 a 0,4 molo3 de imi 

dazol, y da 0,035 a 0,3 moles de iones Or *

35a.- Método para detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de matorial, según 

la reivindicación 34 caracterizado porque se encuentren 

presentes en la solución de lisato de 0,01 a 0,3 moles 

de imidazol, y de 0,02 a 0,15 moles de ionos Sr por 1JL 

tro de solución.

36R.- Método para detectar bajas concentra­

ciones da endotoxina en una muestra de material, según 

la reivindicación 1, caracterizado porque con dicha colu



ción de lisato se emplean de 0,005 a 0,3 moles de iones 

Ba^* por litro, y porque adamas dicha solución contieno 

une centided de tampon "Tris" suficiente para que la sg, 

lución tenga un pH de 9 a 1C.

37C,- Hlctodo para detectar bajee concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de materiel, según 

la reivindicación 36, caracterizado porque dichos tonos 

B a ^  so aKadan a dicha solución on forma de cloruro do 

bario.

388.- hotodo para detectar bajas concentra­

ciones do endotoxina en una muestre do material, según 

lo reivindicación 1, caracterizado porque con dicha soiu 

ción de lioato se empica de 0,2 a 2 . on peso de una sol 

do magnesio soluble on agua y de 0,02 a 0,2 % en peso do 

un compuesto que contenga sulfhidrilo, seleccionado entre 

el grupo formado por eisteina, salce de tioglicolato do 

metal alcalino y 2-tioaminoural.

3SB,- Método pare detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de material, sogún 

la reivindicación 38, caracterizado porque dicha sai de 

magnesio es cloruro de magnesio,

408,- Método paro detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de material, según 

la reivindicación 39 caracterizado porque so encuentran 

presentes en la solución 0,5 ^ en peso aproximadamente 

de cloruro de magnesio y 0,05 /. en peso aproximadamente 

de dicho compuesto que contiene sulfhidrilo.

41B,- Método pare detectar bajea concentra­

ciones de endotoxina en une muestra de material, sogún 

la reivindicación 40 caracterizada porque dicho compuesto
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qus contieno sulfhidrilo os tioglicolato sódico#

42B.- método para detectar bajea concentra­

ciones de ondotoxina en uno mueetra de Material, según 

la reivindicación 1, caracterizado en que como concentra 

ción catalítica se emplean iones Li \

433.- Método pera detectar tajes concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de material, según 

la reivindicación 42, caracterizado porque dicha solución 

de íisato contiene de 5,005 a 0,3 moles de iones Li^ por 

litro.

443.- Método pare detectar bojes concentre 

cionee de endotoxina en una muestre de material, según 

la reivindicación 43 caracterizado porque encuentran prg 

sontes en la solución de 0,03 a 0,15 moles de cloruro de 

litio por litro do solución.

453.- Método para detectar bajes concentra­

ciones de ondotcxine en una muestra de material, según 

la reivindicación 1, caracterizada porque con dicho so­

lución se utilizan de C,C04 a 0,4 moles de imidszol y de 

0,005 a 0,3 molos de iones Li^ por litro.

463.- Método para detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra do material, según 

la reivindicación 45 caracterizado parque se encuentran 

presentes en la solución de 0,03 e 0,15 moles de cloruro 

de litio por litro da solución.

478.- Método pera detectar bajas concentra­

ciones de endotoxina en una muestra de material, según 

la reivindicación 1, caracterizado en qus como concentra 

ción catalítica so utilizo magnesio iónico on presencia 

de no más do 0,1 mol por litro de iones de sodio.
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409.- Método para detector bajas concentra­

ciones do ondotoxina on una muestra do material, según 

la roívindicación 47 caracterizado porgue so encuentran 

presentes en la solución da 0,^05 a 0,3 moles do ionos 

5 Mg por litro de solución.

499.- "METODO PARA DETECTAR OAJ-S CONCENTRA 

CIOME0 DE ENDOTOXINA EN UNA MUESTRA DE MATERIAL",

Tal y como oe deja descrito en la memoria 

procedente, que consta da treinta y tros hojas foliadas 

10 y mecanografiadas por una sola do sus coras.

Madrid, 17 de Julio da 1975 

P.A. da BAXTER LABORATORIES, INC
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