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La presente invencidn se refiere a composicip .

nes quimicas para ensayo, y en particular a tales compg

‘siciones aplicadas a tiras de ensayo que proporcionan

" una reaccidon de color visible, inversamente proporcional

a la cantidad de material que interacciona con ellas.
Una de tales composiciones, en particular, se puede usar
para detectar la presencia de acido Urico en fluidos.

Las tiras de ensayo en uso universal hoy dia
emplean técnicas colorimétricas directas que producen
una cantidad»de coloracién proporcional a la concentra-
cidn de material que se estd determinando. Un ejemplo
de tal tira de ensayo Bs la empleada en la determinacién
cuantitativa de glucosa en FIuidos, donde la tira com-
prende un material absorbente impregnads. con una mézcla
de ensayo, en la que se incluye o-tolidina como indica=-
dor.

Cuando hay glucosa presente en la muestra de
ensayo se produce una coloracién azul cuya intensidad'
es proporcional a la cantidad de glucosa‘presente. Para
determinar la concentracidn de glucosa se ha de hacer

una determinacidn visual semicuantitativa del color prg

-ducido, comparando la tira con un diagrama de color ca-

librado. _
Los ensayos para detectar niveles de acido

Grico en fluidos del cuerpo, tal como suero u orina, en
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~uso comdn hoy dia, no son del tipo de tira de ensayo;

estan basados en la reaccion de dcido drico, en solu-
cion alcalina, con dcido fosfowolframico, que'ﬁroduce
un color o cfoméfuro azul. La intensidad hel color azul
as{ producido es proporcional a la concentracidn de aci

do Urico en el fluido., Sin smbargo, este tipo de ensayo

padece de la sustancial desventaja de que todas las pro

teinas del suero han de ser precipitadés y eliminadas
por una larga filtracién o centrifugacidn, antes de la
adicidn del reactivo, para evitar la formacidn de cromg
foro por las propias broteinas, y también para evitar
la formacion de turbidez por interaccién de tales pro-
teinas con los reactivos usadds. Tales manipulaciones
preliminares consumen.mucho tiempo, y ademas le falta
especificidad al ensayo, dado que otras sustancias re-
ductoras interfiersn con algunos de los reactivos sugg-
ridos para este fin.

Otros ensa?os en uso emplean la enzima urica
sa, que convierte el 4cido drico en alantoina y perdxi

do de hidrdgeno. Por ejemplo, en uno de tales ensayos;

‘una muestra del fluido que contiene dcido drico se tra=~

ta con la enzima a pH de aproximadamente 8,5-9. Luego
ée hace reaccionar el perdxido de hidrégeno con un cro-
mégeno, en presencia de la enzima peroxidasa, a pH 5,

para dar un cromogeno oxidado con.una coloracidén dife-
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rente. La intensidad del color producido variara, de nug
vo, proporcionalmente a la concentracidn de dcido drico

presente, y usualmente se compara con un diagrama cali-

'brado. La desventaja de sste y del (Ultimo ensayo es gue

emplsan el principio de la colorimetria directa, en el

que los cambios de color a los niveles superiorss de copn:

- £ » . Y - (3 > B
centracion de acido Grico van disminuyendo, -y por tanto

el ojo humano experimenta gran dificultad para comparar
los colores y determinar la cantidad exacta de dcido Gri
co. La falta de discriminacion visual por el ojo humano
hace que 15 determinacidn sémicqantitativarsea iﬁexacta,
es. decir, el error es usualmente de 66% a 200%. Aunque
a bajés concentraciones la discriminaciénvvisual puede
ser razonablemente exacta, a mayores concentraciones,_es:
decir, cuando hay a menudo anormalidades en sistemas big
logicos, la discriminacidn se hace cada vez mas dificil,
ytvirtualmente imposible. V

' Se ha hallado recientemente que se produce ﬁna
tira de ensayo sxtremadaménte.exacta incorporando una
cantidad predeterminada de un indicador coloreadc sobre
un soporte sé;ido inerte, s decir, un indicador que

responda al material objeto He; ensayo de tal manera que ’

pierda su color en proporcion directa a la cantidad de

“material presente. Dado gue el punto final es incblora,

el‘hécho de que la cantidad de material a ensayar esté
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por encima o por debajo de un valor limite importante o
seleccionado se puede determinar con’mucha exactitud.
El concepto de ensayo continuo se puede reemplazar por
un sistema de medida precisa del punto final "critico",
que, desde luego, puede implicar el uso de un cierto nd

mero de tiras que permite la determinacidn de intervalos

discretos,
Segln un aspecte de la invencidn, se propor- L
ciona una composicidn de snsayo para determipnar la pre-

sencia de un material en fluidos por debajo o por encima

de una concentracidn limite seleccionada, que comprende
una cantidad predeterminada de un indicador coloreado
uispuesto sobre un soporte sdlido inerte, respondiendo
8l indicador al material de tal manera que pierds su co
lor en proporcion directa a la cantidad de material prg
sente, de manesra que, por contacto con un volumen‘espe—
cificado del fluido de ensayo, el indicador se hace in-
coloro a una concentracidn previamente determinada del
material. . .

Seqin la presente invencidn, en un segundo ag
pecto, se proporciona una composicidn de ensayo concre-
ta para la deteccidn ds dcido Grico en fluidos bajo con
diciones alcalinas, que comprende, en combinacidn, una
cantidad previamente determinada de una fuente de yodo,

un indicador de yodo y un solubilizador de yodo sobre un
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soporte sdlido e inerte, adaptada para que no dé reac-
cidén de color con una cantidad especificada o méyor de
acido Urico en el fluido a ensayar. ‘ v
En colorimetria, los indicadores son general-
mente compuestos quimicos que son capaces de absorber‘
preferentemente la luz a ciertas longitudes de onda, es
decir, en la regiﬁn visible del espectro, con el.resui— :
tado de que aparecen coloreados. Esta capacidad esta rg
gida por la astructura del compuesto} por ejemplo,vlos
compuestos organicos que tienen agrupaciones croméfofas,

es decir, grupos atdmicos insaturados tales como

=N = N- =C = § -N = O -N = N-
v
0 0
0 ' ,
~N =0 ~CH = N~ =C =0 >C = C¢ —N=N~NH-

pusdsn ser coloreados. El anillo aromatico de estructu-

ra quinonoids es también cromdéforo. La presencia de cual

- quiera de los cuatro grupos primeros, o del anillo qui-

nonoide, hace por si misma coloreada a una sustancia,
usualmente amarilla. Sin embargo, las sustancias con gru
pos cetona necesitan dos de tales grupos prdximos entre
si, y el doble enlace C = C ha de estar conjugado al me-
Nos seis veces para asegurar que la luz se absorbaven la
region visible del espectro. .

La propiedad de un compuesto de ser coloreado

88 pusds intensificar o modificar por la presencia de
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otros grupos que por si mismos no son croméforos, tales
como OH, NH,, NHR o NR, (donds R = grupo alcohila).;La
interaccion de un compuesto coloresado con su entorno,
es decir, por agregacidn, absorcidn sobre un sélido o
disolucidn en diferentes disolventss, puede tener un
fuerte efecto modificador sobre el color. Las relacio~
nes estéricas también pueden alterar el color de un com
puesto, de tal manera que en una forma pueda estar colg
reado y 8n 6tra sea incoloro.

Ademas de moléculas organicas, también hay mg
léculas inorgdnicas que son coloreadas, por ejemplo me-
tales, particularmente los de transicidn, y ciertos no
netalas tai como los haldgenos. De los metales, aquellos
que tienen capas electrdnicas 3d incompletas forman
iones coloreados en solucian, .

Algunas moldeulas inorganicas, por si mismas,
por ejemplo el yodo, tienen solo un debil color; sin em
bargo, si forman complejo con otro compuesto, por lo dg
mds no coloreado, el color se modifica o intensifica.
£l yodo, cuando egté en forma del ion triyeduro comple-
jo, se puede absorber sobre las macromolécuias coloida-
les de almiddn, dando la bien conocida coloracién azul
intenso. La adicidn de un iéq metdlico a un compuesto
por lo demas no coloreado puede dar también como resul=-

tado una sustancia coloreada.



En el caso de la composicién de ensayo de aci
do drico, el indicador coloreado comprende una fuente
de yodo y un indicador de yodo. La fuente de yodo usada
puede ser una solucidn del propio yodo, o un complejo .
5 _del mismo que sea estable en sl almacenamiento, pero que
desprenda yodo bajo las condicionss del ensayo. Sin em~
. , bargo, si se usa el proﬁio yodo, la solucidén debs estar.n
recientemente preparada y ser usada inmediatamente para
el ensayo, debido a que sste material es volatil, y su§
10 soluciones son por tanto inestables. Preferiblemante.se
| usa una fuente compleja, es dacir, un }odéfcro, en la
e ‘que el yodo se combiha, pof ejemplo, con un tensiocacti-
va. La cantidad de fuente de yodo, raespecto al soporte,
dependera del punto final resquerido, es-decih, del nivel
15 ' de acido Urico con el que desaparece el color. .
Par ejemplo, si se espera de la composicion de
‘ensayo que indique de esta manera niveles de acido Grico -
que seah mayores que'los de vérunes adultos sanons, p.ej..
T 7 mg/100 ml, en plasma sanguineo, la solucidén de yodo se
- 20 -puede ajustar entonces ventajosamenis de manera qus ten-
ga 20,49 F9 da yodo/cm2 de soporte. El volumsn de satura
cidn del soports es 2,46 x 1072 ml de composician de diag~
néstico/cmz. Evidentemente, se usan cantidades apropilada
mente diferentes de los compoéentes de lé'composicién pa, .

25 . ra indicar el punto final de 6 mg/100 ml requerido para

21110-75 ’ .-B-. -
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mujeres sanas. Si se desea, también se puadén proporcig .
nar otros puntos finales mas altos, caracteristicos de
la severidad de la enfermedad que causa el nivel mayor
de dcido urico.

Un indicador de yodo fdacilmente disponible es
el almiddén soluble, el cual, cuando forma complejo con
el yodo libre proporcionado bajo las condiciones del en
sayo, produce una coloracion azul que bajo condiciones
alcalinas disminuye luego por adicidén de dcido drico.
Otros indicadores de yodo alternativos que también se

pueden usar son la amilosa o amilcpectina, ambos de los

“cuales son componsntes del almiddn, la dextrina, o(-naf

taflavona, polivinilpirrolidona, poli(alecochol vinflico),
glicdgeno, gliconlato de almiddn sSdico, u otros polisa-
caridos qus dsﬁ uﬁa reaccidn satisfactoria de color con
el yodo. La cantidad de almidon puede ser convenientemep
te de 0,5 a 2,5%, preferiblemente 1%, es decir, sn asxce-

so respecto a la cantidad total de yodo potencialmente

diSponibie en la composicidn.

En otros casos, para que una suétancia colorea
da sea Util como indicador ha de ser capaz de experimen-
tar o tomar parte en una reaccidén, con el resuliado de
que el color se pierda o elimine. Los sistemas de doble

enlace de los grupos croméforos pueden ser eliminados

por reduccidn, produciendo asi{ un compuesto completamente



saturado incoloro. Por ejemplo, 8l diazometano se puede
reducir a la metil-hidrazina incolora.

Ciertos compuestos coloreados experimentan un
cambio o pérdida irreversibles de color por oxidacidn,

5 con formacidén de productos incoloros. Alternativamente,
la pérdida de color pueds tener lugar también cuando héy
absorcién o desprendimiento de un proton, como consecuen
cia de un cambio del estado de pH, acompafiado por trans-
posicidn tautdmera de la molécula y destruccién del gru-

10 po cramoforo.
Un ejemplo de tal cambio de color viene dado

por el p-nitrofenol.

0 .
I i
o+
. + H .
15 ' —
A
‘ 0 =N - D(_ NO, incaloro
" 20 Este principio se podria usar en muchas situaciones de

ensayo en las que la cantidad de un metabolito acido ha
aumentado debido a un estado patoldgico.

Para obtener la reaccion visible daséadé, in-
dicativa de una concentracion concreta de una sustancia,

25 " @sa sustancia sola; o en combinacidén con otros reaccio-

21.10.75 - - - 10 -
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nantes, ha de ser capaz de reducir al indicador si aquel
contiene grupos cromdforos insaturados, o de oxidarle

irreversiblemente a un estado incolorso. Alternativamente,

la sustancia ha de ser capaz de dar o ‘aceptar protones,

o deo alterar las condiciones del pH, de manera que se in
duzea una transposicidén en la estructura del indicador.

En ciertos casos se requieren reactivos adicig
nales para favorecer el cambio de color. Por ejemplo, en
la composicion para ensayo de dcido Grico se ;equiere un
solubilizador del yodo, tal como yoduro potasico, para
aumentar la solubilidad de la fuente de yodo por formuig
cidn de inpes triyoduro qus son mas solubles que las mo-
léculas de yodo. Se ha hallado que es suficiente para es
te fin aproximadamente 9% de yoduro potasico, calculado
en base al yodo total disponible. Entre otros soluﬁilizg
dores adecuados del yodo se pueden incluir otros yoduros
o tensicactivos.

Dado que el nilmero de sustancias colorsadas co
nocidas, adecuadas para'uso como indicadpres, es enorme,
es generalmente facil, por tanto, hallar un indicador
que pueda interaccionar facilmente con el material a en
sayar. Esto puede implicar la determinacidn de pK, poten
cial de oxidacidn-reduccidn, y propiedades similares, de

diversos grupos funcionales del material.

Otros factores que afectaran a la eleccidn de

-11 -
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forma facil y barata en estado puro. De preferencia debe

un indicador adecuado, aparte del tipo de reaccidn que

pueda estar implicado, es que se disponga del mismo. de

ser facilmente soluble en sistemas acuosaos u otros disdl‘
ventes comunes, para facilitar la deposicidn sobre el sg ’
porte. Ademads, el indicador debe ser preferiblemente ss~
table a la luz y al aire, y no ss debe deteriorar por lar
go reposo. Ademids, no debe reaccionar con otros componen
tes o sustancias que se encusntren en el sistema de ensa
yo, formando asi Eompuestus o complejos que interfieran
con su accidn.

El soporte sélido_sobre el que se deposita la

composicidn de diagndstico de-la invencidn debe ser iner-—

" te, y no reaccionar en forma alguna con los componentes

de la composicidn. Se prefiere que la adhesién a la super

ficie solo tenga lugar con poca o ninguna penetracidn.

El tipo preferido de soporte gs un filtro de

'fibra de vidrio de poca porosidad, tal como GF/C (What-

man) que tiene un peso de base de aproximadamente 55 g/mz,
y una velocidad de difusidn de agua de 3,0 cm de tira ver
tical de filtro/minuto, pero se pueden usar oiros sopor-

tes inertes, tales como los préparados a partir de fibras’

" de plastico inertes o similares. Debe ser capaz de absor-

ber un cierto volumen constante de composicidén de ensayo

en la reticula fibrosa.

-12 -
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Alternativamente, el soporte puede ser una pe-
licula lisa no absorbente, pero el uso de este tipo tie-
ne la desventaja de que 8l volumen de composicidn aplica

do al mismo se ha de medir, para mantenerle constante y

uniforme,

A su vez, el soporte puede pstar unidg a una
hoja de respaldo impermeable, por sjemplo de policloruro
de vinilo, para protegerle y evitar ﬁue se depositen so-
bre el mismo o penetren en él impurezas. Prafériblemante,
el soporte sdlide inerte, unido a la hoja de respaldo,

se dispone en forma de tiré de ensayo. La cantidad de

composicidn de ensayo antes descrita, por unidad de area

de soporte, depende del punto final requerido, del tipo
de fluido a ensayar, y del voiumen constante.de'fluido
de ensayo due sature o se adhiera a la superficie de la
tira,

Siempre que se hayan de ensayar fluidos que
contengan particulas suspendidas, por ejemplo sangie, el
soporte, con la composicidn de ensayo o Qiagnéstico depg,
sitada sobre él, se pueds proteger y suplementar con,
pbr ejemplo, una membrana semipsrmeable que puede estar
compuesta, por ejémplo, por nitrocelulosa o materiales

similares. Tal material permite que el liquido transparen

te pase a través del mismo, pero no los sdlidos suspendi

dos, tal como las celulas de la sangre, que de lo contra

-13 -
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rio podrian hacer extremadamente dificil la lectura del

punto final. Tal membrana "“filtrante" se puede depositar,

por ejemplo, por inmersiadn del soporte que ya lleva la
composicidn de diagnésfico, y preferiblemente unido a una
hoja de respaldo, en una solucidn del material formador .
de membrana en un disolvente voldtil organicec, y por sub
siguiente sscado.

Se pueden usar tiras adecuadas para el d;agnég
tico de la gota, en la que la cantidad de écidorﬁrico en
la sangre es mayor que 6 mg/100 ml para las hembras, o 7
mg/100 ml para los varones. Bajo condiciones alcalinas,
por ejempio en presencia de bdrax o élcaii, el écida,ﬁri
co se oxida a alantoinaj para indicar esta oxidacién s8
puede usar un indicador de triyoduro y almiddn. Con la

oxidacidn del dcido Grico, los iones triyoduro se redu-

- cen a yodo, con la consiguiente pérdida de color. Por tan

to, para snsayar a la gota.se preparan tiras de snsayo

que tienen una cantidad de indicador depositada sobre

ellas equivaiente a 6,5 mg/100 ml para las hembras, 6

7,5 mg/100 ml para los varones, Una vez determinado que
el nivel de acido (rico es igual o mayor que tales nive-
les, es (til emplear ﬁna serie de tiras que tienen pun-
tos finales graduados por enc}ma de 6,5 mg/100 m;, o de
7,5 mg/100 ml, para determinar con méas exactitud el ni-

vel de dcido (rico presents.

- 14 =
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Por tanto, la muestra de orina o sangre se

pueds ajustar a un pH alcalinb mayor que 9,0, preferi-

blemente 9,5, antes del ensayo, ademas de la posible
eliminacidn de células, por ejemplo de la sangre, si es
necesario.’

Alternativamente, -1a composicidn de ensayo se
pueds mejorar mas y suplemeﬁtar disponiendo una capa
semipermeable en la que se incorpora un agente alcalino
en cantidad previamente determinada y en forma q;e -1
pueda disolve;, de manera que cuando se aplica el fluido
de ensayo a la tira de diagndstico su pH se ajustard
apropiadamente a alcalino miéntras fluye por tal capa,
antes de que lleque a la propia composiéién de diagnés-
tico. Se ha hallado que los carbonatos de metal alcalino,
tal como carbonato sddice, particularmente en la forma
micronizada, son muy convenientes para este fin. Por
ejemplo, una‘suspensién de tal material enlla compbsicién

de membrana, para dar una solucidn de mas de 1,88 x 10~2

2 M, ha sido preferida como

M, preferiblemente 3,77 x 10~
capa semipermeable segunda y mas exterior sobre la parte
superior de la capa semipermeable protectora interior.

Para facilitar la lectura del punto final pre-

- viamente determinado de la reaccidn que se esta sometien

do a ensayo, es decir, cuando el indicador ®s incoloro,

se puede suministrar un comparador. Tal comparador esta.

-15 =
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compiesto de forma andloga a la composicidén principal de’

ensayo para diagndstico, en todos los sentidos excepto
en que no contisene nada, o contiene una cantidad menor,
del indicador, y por tanto pusde mostrar claramente sl

estado incoloro del soporte, y en el (ltimo caso la pre~

sencia del material a ensayar dentro de un intervalo de~.

finido de concentraciones. Alternativamente, cuando hay

algin grado de enmascaramiento del color por el fluido

de ensayo, el efecto ss anula por usd de un comparador,
y alin se puade leer sl punto final. El comparador se si-
tda cunveﬁientemente adyacente al'soporte de enhsayo.

. Cuando el-Fluiao.que se esté ensayando seé la
sangre, la lectura del punto final puede estar estorba-
da por la presencia de los giébdlos ro jos de la saﬁgre.
Estos se pueden eliminar, y usar en vez de aduélla el @~
suero o plasma.

Alternativamente, los globulos rojos de la

sangre se pueden mantener eficazmente separades, y acla-

rar de la superficle de la tira, incorporando una capa .

semipermeable que no solo proteja a la composicicn, sino-.

que también actie como filtro. Ademas de esto, se pusde
afiadir un anticoagulante tal como heparina a la séngra,
antes del uso, para evitar que los globulos rojos de la

sangre se sequen y coagulen sobre la tira, o alternati-

vamente la capa semipermsable mas exterior, o su super-
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ficie, se puede impregnar o revestir apropiadamente con
tal anticoagulante. '

El fluido a ensayar, p.ej. sangre, se aplica
a cada banda de la tira de ensayo, se deja durante corto
tiempo, por ejemplo 5 minutos, y lusgo se lava la ﬁira
bajo agua corriente y se examina. La banda de compara-
cidn del punto final no debe contener normalmente nada
de coloracidn, pero la banda de ensayo puede conservar
una coloracidn definida, lo que indica‘que la concentra-

y ” . » PR ] L)
cion de material, por ejemplo acido Urico, es menor que

-la apropiada para el punto fipal. Si el color se pierde,

esto significara un contenido apropiado para o mayer que
el que pueas indicar al doctor condiciones patoldgicas,
requiriendo por tanto mas ensayos e investigaciones, pra
porcionando mas muestras el paciente o individuo.

Por tanto, en un tercer aspecto de la inven-
cidn se proporciona un método para determinar sl minimo
o méximo nivel de un material, por ejemplo dcido drico,
en fluidos, que comprende aplicar una muestra de un flui
do de ensayo a la composicidn de ensayo, ssegln se ha de-
finido antes, dejar que el fluido reaccione con la compo,
sicidén de snsayo, y oBservar la .presancia o ausencia de
una reaccidn de color. Usando una pluralidad de composi=
ciones, gue representan una seris de puntos finales, se

podria determinar el nivel de acido Grico para que caye~

.se entre dos valores nitidos.

- 17 -
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Por tanto, se puede producir un conjunto ds en
sayo que comprenda una seris de tiras éegén la invencion,
teniendo cada tira, sin eﬁbﬁrgo, una diferente cantidad
previamente determinada de indicador depositada sabre

5 ella, Por tanto, el resultado es una sscuencia de tiras,
teniendo cada uha un diferente punto final critico en el
que el indicador se haréd incoloro. .

Las ventajas de asta composicidn de ensayo son

que as un sistema simpie y barato, y facil de producir;
10 Ademas, no se -requiere equipo caro para el uso, y por B

- tanto se puede poner a dispogicién de todos los ejerciepn

tes en general, La lectura del resultado se facilita em-

pleando el principio de colorimetriavinversa,_y como re-~

sultado no es necesaric referirse a diagramas de color
15 calibrados, con las desventajas consiguientes de una de~
terminacion semicuantitativa visual inexacta del color
producido. El resultado queda disponible muy rapidamente,
lo que se compara muy Favorablemente‘con el largo tiempo
de'ensayo, de mas de una hora, con métodos anteriormente
20 " descritos y usados.

A continuacidon se describira la invencidn con
referencia a los siguientes ejemplos, pero no se ha ds
considerar en absoluto limitada por los mismos.
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Ejemplo ) - Tira de ensayo para detectar acido Grico

A Preparacidn de reactivos de ensayo

i) . Fuente de vodo

El contenido de yodo de una pfeparacién yodo-—-
fora, WBscodyhe (marca registrada), obtenida de Ciba
Agrochemical, se determind por titulacién con tiosulfato
sodica 1 x 1072 N, El yoddforo se diluyé con aqua, dando
una solueidn 2,5 x 1073 y de yoﬂo. El yodo a esta concen
tracidn, cuando se Formalcomplejo con ‘almidén y yoduro
potasico, serd equivalente a 7 mg de acido drico/100 ml,

para una reaccién en volumen equivalente.

"ii) Solubilizador de yodo

Se prepard una solucion al 9% de yoduro pota-

sico en agua destilada.

iii) Indicador de yodo
._ Se suspendié almiddn soluble (1 g) en agua
destilada (90 ml) y se hirvid durante tres minutos, y

luego se diluyd con agua destilada (10 ml), dando una

‘préparacién de almiddn al 1%.

iv) Composicidn de ensayo

Se afiadid un volumen (100 ml) del yoddforo
Wescodyne {marca registrada) diluido a una parte alicug

ta (100 ml) de la solucién de yoduro potdsico al 9%, vy

"la mezcla se agitd suavemente para evitar la formacidn

de espuma. Se afladié a la mezcla una porcidn (100 ml)

v
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del almidon solubls al 1%, y la composicidn asi formada
se agito suavemente sin formacidn de espuma.

v) Composicion de 12 memhrana

Se diluyd colledian (25 ml) (solucidn de necol

‘collodian 301-261, que se puede obtener de British Drug

Houses) en éter dietilico (75 ml) (calidad anestésico
B.P.) y se mezclo a fonda. Se siguic diluyendo el collg
aian hasta 667, con una mezcla de éter dietilico y aleco
hol etilico (9:1 en volumen, raspec@ivahsnte). V

vi) Composicidn de 22 membrana que contiene un ajusta -
dor degl pH

 Una mezcla (5 - 10 ml) de éter dietilico/alcg
hal dietilico (9:1 en volumen! respectivamente) se aﬁa-v
did a carbonato sodico micronizado (800 mg) (calidad
analar anhidra), y la suspensién resultante se molid pa
ra dispersar todos los agragados grandes, y luego se
transfirié a un matraz con tapén; usando 200 ml del co=-
llodian diluido gegﬁn se prepard antes en v). El matraz
s@ puso en una cabina ultrasonica, y se tratd durante

un periodo suficiente para dispersar todos los agrega-

.dos.

B Preparacidn _de tiras de ensayo

Una hoja de poli(cloruro de vinilo) (PCV) sin
plastificar (Fdrmula 128/5065, que se puede obtener de
Bakelite Xylonite Ltd.) se cortd en un rectdngulo (100

x 54 mm), y un area (10 mm de anchura) a lo largo de un

- 20 -




lado mayor del rectangulo se hizo aspera usando tela de
esmeril de calidad gruesa.

Se cortd una tira (140 ~ 150 mm de longitud
por 5 mm de anchura) de filtro de fibra de vidrio (GF/C
Uhatman, que se puede aobtener de Scientific Supplies Co.
Ltd.). Se untd adhesivo (nitrato de celulosa Britfix,
que se pueda obtener de Humbrol Ltd.) sobre el lado de
la tira de fibra de vidrio opuesto al lado con 8l grany
ladé "tipo malla, y también sobre una tira de 5 mm de an
10 chura) de la superficie hecha &spera &el rectangulo de
) PCV. Luego se puso la tira de fibra de vidrio en contag
- tp'con la_superficie cubierta ds adhesiﬁo de la hoja de

respéldo.
Se aMadid la cémposicién de ensayo suficienta,
15 preparada como en A i) a iv), a un recipiente poco pro;
fundo, para dar una profundidad de éproximadamente 6 mm,
La tira de fibra de vidrio, unida al rectangulo de PCV,
se sumergio en el reactivo durante Shsagundos, se retird,
y un borde de la tira se puso en contacto con una hoja
20 de papel de filtro, para eliminar el fluido residual. Se

suspendid la tira al aire durante 2 minutos, y el fluido

residual se elimind usando papel de filtro.

Ejemplo 2
‘ Se prepard una tira para diagndstico como en

25 i
el Ejemplo 1. Se afadid suficisnte composicién de 12 mem

21.10,75 e 21 -
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brana, segln se prepard en el Ejemplo & (v), é un reci-
piente.poco profundo, hasta una profundidad de 6 mm, y
la tira de diagndstico se sumergid alli. La tira se se-
cé al aire, en una caja o recipiente a prueba de iuz,

estando plana la hoja de respalde de PCV.

Ejemplo 3 - Preparacion de Un comparador

Se cortd una tira de 5 mm.de filtro de fibra
de vidrio .(140 - 150 mm de longitud). Se pPreparo compo-
sicidn de ensayo como en el Ejemplo 1 A (i) a (iv), ex=
cepto en que se redujo la concentracién de la Fuenfevde
yodo yoddfora, para dar uﬁa concentracidn de yodo de
?;i X l}L’J"4 N (equivalente a 2 mg de dcido Grico/100 mi),
y se pusc en un recibiente poco profundo. 4

La tira de comparacion se sumergic en el reag
tivo, se retird, se seco y se unid, usando adhesivo, al
respaldo de PCV adyacente a la primerg tira de filtro,
seglin se préparé en el Ejemplo 1.

Ejemplo 4
| Se prepard una tira de comparacidén coma en sl
Ejemplo 3, excepto en que antes'de la uaién a la hoja de
respaldo se éumergié.la tira en la composicidn de 12 mem
brana, segin se preparo en el Ejemplo 1 A {v).
Ejemplo 5 ‘ '
Se preparo una hoja de énsayo de filtro de fi

bfa de vidrio, como en el Ejemplo 3 o Ejemplo 4, y luecgo
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se corto en tiras de snsayo de 5 mm de anchura y 50 mm
de longitud, paralelas al eje menor de la hoja.
Ejemplo 6

Se prepararon tiras de ensayo como en los Ejem
plos 2, 4 y 5. Se affadié suficiente composicidn de 22
membrana, seg(n se preparé en sl Ejemplo 1 A- (vi), a un’
recipiente poco profundo, y se sumergieron en éste las
tiras de ensayo. Luego se secaron en la oscuridad.
Ejemplo 7 '

Se tomd una muestra comﬁueété de 24 horés, de
orina, de un paciente del que se sospechaba gue padecia
gota, y se ajustd el Qalor del pH a un valor de 9,0
usando carbonato s6dico sdlido. La muestra alcalina se
diluyé a 1 en 7 con agua destilada, y luego se afladid
una gota a cada una de las tiras, de comparacidn y de
diagnostico, segin se brepararoﬁ en el Ejemplo 1, 3 y 5,
y se dejardn. Tras aproximadamente S.minutos sg examina-
ron las tiras para determinar cualquisr color azul, y se
halld que tanto la tira de comparacidén como la de diag-
néstico no tenfan caloracién, lo que indica que el nivel
de dcido Urico era equivalente a o mayor que slide la
fuente de yodo, Yy por tanto iésdlté‘que el pacients te-
nfa GA nivel anormalmente alta de 4cido (rico en la ori

na, y se requeririan mis ensayos de diagndstico.
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Ejemplo 3

Se siguid el mismo método usado en el Ejem-
plec 7, excepto en gue el fluido de ensayo usado era
sangre que no habfa sido diluida, sino que habia sido

tratada previamente, ademds, con heparina sdlida (50

‘unidades/ml de sangre), y la tira usada se prepard co-

mo en el Ejemplo 2, 4 y 5. Ademds, antes de examinar
las tiras para déterminar la colciacién, se lavaron ba
jo agua corriente para eliminar los glébulos rojos dé
la sangre. 7

El resultado fue similar al del Ejemple 7.
Ejemplo 9 '

Se siguid el método de ensayo segdn se usé
en el £jemplo 8, excepto en que el pH de la sangre no
se ajustd antes de ensayar, y la tira de ensayo usada
se prepard en el Ejempio 6, Se obtuvo un resultado ‘si=-

milar al observado en el Ejemplo 7.
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REIVINODICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva, que se pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencién en Espafia, por VEINTE aiios, son los que
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

13,~ Un método para la deteccién de dcido drico en

f14idos por encima o por debajo de un limite de concen~

rtracidn seleccionado, en condiciones alcalinas, compren

diendo el método aplicar una muestra de un fldido de en
sayo a un.dispositivo de ensayo que comprends en coﬁbi~
nacidn una cantidad predeterminada de fuente.de yodo, un
indicador de yodo y un solubilizador de yodo sobre un -
soporte sdlido e iharte, selecciondndose la can%tidad de
fuente de yodo e indicador de yodo de modo que al reac-
cionar con un volumen de fluido de ensayo suficiente pg
ra saturar el soporte, tiene lugar una pérdida completa
del color del indicador a la concentracidn seleccionada

de 4cido ¢rico, o a una concentracidn superior y un co-

lor residual es detectable por debajo de tal concentra-

Cién‘o

2a,- Un método cegdn la reivindicacidn 12, en el - .
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YOdOe .
g, Un método segdin la reivindicacidn 12, en el

que la fuente de yodo en el dispositivo de ensayo es

una compleja,

42,~ Un mdtodo seglin la reivindicacién 38, en el
que la fuente de yodo compleja es yoddforo.

52,- Un mdtodo segin cualguiera de las reivindica-
ciones 18 a 43, en el que la concentracién del prepara~-
do de fuente de yodo estd comprendida entre 2,0 X lD"SN
a 2,7%x107°N de yodo.

62.~ Un método segln cualquiera de las reivindica-
ciones 12 a 58, en el que ei indicador de yodo del dis-
positivo de ensayo es almiddn soluble, amilosa, amilo-
pectina, dextrina, alfa-naftaflavona, polivinilpirroli-
dona, alcohol polivin{lico, glicégeno, glicolato de al-
midén sddico u otros polisacédridas que dan una reaccién
de color satisfactoria con el vodo, N

78,- Un método segln una cualquiera de las reivin-
dicaciones 12 a 63, en el que el solubilizador de yodo
en el dispositivo de ensayo es un yoduro;

82,~ Un método segln la reivindicacidn 7&; en el - .
que el yoduro es yoduro de potasio. '

a,~ Un método seqgin una cualguiera de las reivin-

dicacicnes 12 a 83, en el que la concentracidn da prepd

-~ 26 -
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rado solubilizador de yodo es de 6 a 12% en peso.
l08,- Un método segdn una cualquiera de las reivip
dicaciones 128 a 98, en el que el soporte del dispositi~

vo de ensayo es un filtro de fibra de vidrioe.

118,~ Un método segln una cualquiera de las reivip
dicaciones 12 a 93, en el que el soporte del dispositi-
vo es un papel de filtro inerte,
123, Un método segdn una cualquiera de las reivip
dicaciones 12 a 112, en el que el soporte estd unido a
una hoja de respalde impermeable.

132,~ Un método segdn la reivindicacidn 122, en el

.que la hoja de respaldo es de poli(cloruro de vinilo).

148, Un método segdn una cualquiera de las reivin
dicaciones 128 a 132, en el que el dispositive de ensavyo
estd protegido por al menos una membrana semipermeabls,

158,~ Un método segdn la reivindicacién l42, en el

que la membrana semipermeable es de nitrocelulosa,

163,- Un método segln una cualquiera de las reivip
dicaciones 142 & 152, en el que un agents alcalino estd
incorporade en la membrana semipermeable’,

178,~ Un método segdn la reivindicacidn 162, en el
que el agente alcalino es un carbonato de metal alcali~-
no.

182,~ Un método segdn la reivindicacién 172, en el

que la concentracidn del preparado del metal alcaling -

3
x
LR}
AR

21,10.75



‘1 . es de 1,88 x 10720 a4,5%x1072N basado en el fluido que
. ha de ensayarse. _
© 198,~ Un método segln la reivindicacidn 122, en el
que un comparador para combaracién.de tolor estd también
5 unido al respaldo impermeable.

202,- Un método segin la reivindicacidn 198, en el
que el comparador es de la misma cohposiciéh que el dis
positivo de ensayo que se ha definido en la reivindica-
cidén 12 en todos los aspectos excepto en que no contie-

10 ne fuente de yodo, o estd presenie una pequefia cantidad
" ‘de fuente de yodo distinta en dicho dispositive de ensa
yo. . ,

218,- UN METODO PARA LA DETECCICN DE ACIDO URICO

EN FLUIDOS. _ |
15 Tal y como se ha descrito en la Memoria que antece
de, y para los fines que se han especificado,

Esta Memoria consta de veintiocho hojas escritas a
méquina por una sola cara.

| a fadrid, 12 MY 1877
20 , P.A.  Alherto de Elzabury
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