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Ia presente invencién se refiere a un método para fa-
bricar un dispositivo destinado a efectuar pruebas de reactivos,
gque conmprende un portador y al menos dos sustancias sustentadas
por dicho portador y susceptibles de ser activadas al utilizar
el dispositivo de pruebas mencionado. La invencidn comprende
asimismo un dispositivo para efectuar pruebas de reactivos fa-
bricado de acuerdo con este método.

Los dispositivos para pruebas de reactivos del tipo
mencionado anteriormente se han fabricado hasta ahora de varios
modos diferentes. De acuerdo con un método, sé encapsula una de
dichas sustancias en las denominadas microcédpsulas, l&s cuales
se suspenden en un liquido gue contiene la otra sustandia, y
despuég se aplican las microcdpsulas y el liquido a. un pnrtador
en una u obra forma. La fabricacién de tales dispositives para
efectuar pruebas de reactivos resulta bastante costosa.

Segun otro métod;, un dispositivo para pruebas de
reactivos del tipo mencionado anteriormente se fabrica impreg-
nando un portador provisto de ﬁna estructura porosa en dos zo-
nas, separadas una de otra,-con liquidos que contienen lassus~
tancias. La fabricadién de estoé dispositivos para prueba de \
reactivos resulta complicada en razén de las dificultades que
existen para impregnar unoc e igual portador con dos liquidos
diferentes.

‘ La presente invencidn tiene por objetolproporcionar
un métodp para fabricar un\dispositivo destiﬂadoia efectuar
ppuebas de reactivos del tipo que se menciona anteriormente,
cuyo .método resulta simple y barato, y que produce dispositivos
para prueba de reactivos que hacen posible un andlisis cuanti-
tativo de gran precisién.

De acuerdo con la presente invencidn, en un método



10

15

20

25

30

para fabricar un dispositivo para efectuar pruebas de resctivos
del tipo mencionado a modo de introducecidén, se aplican al menos
dos liquidos, cada uno de los cuales contiene una de dichas sus--
tancias, directamente a una superficie del portador de tal ma~-
nera que dichas sustancias permanecerin sobre la superficie se-
paradas por un espacio inbtermedio predeterminadc a lo largo de
la misma, utilizdndose técnicas de impresidén conocidas per se
para obtener dicho espacio intermedio predeterminado.

Con preferencia se aplica al portador una de dichas
sustancias de tal modo que permanece fija al mismo incluso al
utilizar el dispositivo de prueba de reactivos que se¢ indica.

De acuerdo con una foruwa de realizacién preferida de
la presente invencidn, las sustancias en cuestidén se aplican a
dicha superficie del portador en una pluralidad de lugares, se-
parados entre si por pequefios espacios intermedios, como por
éjemplo puntos y/o rayas sobre la superficie. Los citados lu~
gares de aplicacidn pueden mezclarse sobre la superficie.

La invencién es aplicable a varios sistemas indicado-
fes o de pruebas de reactivos. Unicamente a titulo de ejemplo
se hace referencia a las patentés de EE.UU. Nos. % 092 463,

% 511 608, 3 549 328 y 3 926 V32.

Seglin se menciona anteriormente, segin una forma de
realizacidén preferida de la invencidn, las sustancias que actian
cuanéb_se utiliza el dispositivo indicador, se aplican a una
plurali&ad de puntos situa@os sobre la superficie del portador
con espacios intermedios mﬁy reducidos entre los mismos. Esto
sin embargo no significa que el dmbito de la invencidén se halle
limitado a casos en los cuales sean necesarios espacios inter-
medios de orden microscépica. Incluso en tales casos, en que

las distancias entre las sustancias deban ser algo mayores, por
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ejemplo de aproximadamente 1 mm, también es aplicable la inven-
cidn. Tal accidn reciproca entre diferentes sustancias gobre

la superficie de un portador de un dispositivo para pruebas de
reactivos es también posible en los casos en que el espacio in-
termedic entre las sustancias sea de esta dimensién, si un li-
quido susceptible de ser puesto en contacto con el dispositivo
de prueba del reactivo ha de ser capaz de penetrar a través de
las sustancias s fin de proporcionar un medio de difusidn, por
ejemplo para parte de una de las sustancias en su desplazamien-
to hacia la otra sustancia. En tal caso es obvio que se precisa
la méxima precisién en lo que respecta al espacio intermedio
entre dichas sustancias, posib}emente una precisidn del @rden
de algunas centésimas de milimetro.

La vresente invencidn tuvo.éﬁ origen cuando el inven-
tor por pura casualidad entrdé en conocimiento de los detalles
relativos a las técnicas de impresidén convencionales. El inven-
tor comprobd que un texto o limina impresa puede constar de
una pluralidad de puntos diminutos, situados a distancias mi-
croscépicas uno de otro, cuyas distancias no pueden normalmen-
te detectarse a simple vista. Ei inventor pudo asimismo darse
cuenta de que una ldmina impresa en color, que el ojo percibe
como de un solo color, puede de hecho estar compuesta de una
pluralidad de puntos de diferentes colores. Asi una imagen que
la réfina percibe como verde puede cons;stir en una pluralidad

de puntos agzules y amarillos.

El conocimiento|adquirido por el inventor sobre las

técnicas de impresidn convencionales le condujo a realizar el
tUnico potencial de técnic sfdeiimpresién para aplicar dos o

. i
mas sustancias reactivas ja la superficie de un portador para

pruebas de reactivos, deferminidndose de antemano con precisidn
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el espacio de separacidén entre dichas sustancias.

Por consiguiente, el dispositivo para pruebas de
reactivos segln la presente invencidén se fabrica segin técni-
cas de impresién, conocidas per se, como impresidén en fotogra-
bado, lo cual significa que las sustancias, disueltas en di-
solventes apropiados, se aplican a la superficie del portador
por medio de cilindros de impresidén dotados de diminuteas de-
presiones o poros de diferentes profundidades.

El estarcido de seda forma asimismo parte de técni-
cas de impresidén bien conocidas. Esto significa que la sustan-
cia en cuestidn se disuelve en un disolvente apropiadu gue se
presiona a través de un tamiz dotado de finas mallas. Bl tamiz
se coloca en tormo a un cilindro giratorio. |

Existen varios tipos de técnicas de impresién, cono-
cidas per se, que generalmente no se denominan "convencionales".
Son por ejemplo diferentes!clases de técnicas de impresidén sin
placa, como impresidn eleofrostética directa, impresién elec-
trostatica indirecta e impresidn por chorro de tinta, que dlti-
mamente han cobrado mas y mas importancia.

Impresién electrostitica directa significa que se
crean directamente cargas electrostaticas y se mantienen sobre
papel especialmente revestido qQue posee una capa conductora
cubierta por una capa aislante. La carga electrostitica es re-
vela&éty convertida en imagen visible por medio de un vehiculo
impresor que puede ser un }iquido que contenga 1; sustancia
reactiva deseada. ‘

Impresidén electrostatica indirecta es un procedimien;
to de impresidén en offset en el cual se mantiene la carga elec-—
?roétética en una- superficie intermedia (tal como un tambor)

¥y solamente el vehiculo impresor, en este caso polvo, que con~

»

g
|
|
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tiene la sustencia reactiva deseeda, es transferido y fijado
al papel. Este método se utiliza en el sistema de copia deno-
minado Xarox ® .

La impresidn por chorro de tinta se ha desarrollado

con gran rapidez Wltimamente. Existen muchos sistemas diferen-

" tes, pero todos ellos se basan en flujos continuos o discon~

tinuos de chorros de liquido muy finognque se dirigen con gran
precisién en la direccidn deseada hacia ¢l portadoren cuestidn.

Puede utilizarse cualquier tipo de téenicas grificas
de reproduccidén para poner en practica la presente invencidn.

Respecto a la forma de realizacidn de la invencidn
segin la cual se aplican las sustancias a una pluralidaé de
puntos .con espacios intermedios entre si muy reducidos, convie-
ne hacer observar que existe la ventaja de que un cambic de co-
lor, debido a la activacidn de las sustancias miéntras se estéd
utilizando el dispositivo de prueba del reactivo, serd percibi-
do como un cambio de color simultaneo sobre un area relativa-
mente amplia. (Las partes circundantes del portador del dispo-
sitivo de prueba del reactivo deben tener con preferencia el

\

mismo color que tenia dicha superficie antes de producirse el
cambio de tonalidad). Tal dispositivo para pruebas de reacti~-
vos, que comprenda por ejemplo dos sustancias, facilitard una

indicacién mds exacta de una reaccidén que haya tenido lugar

que uﬁ-dispositivo de dichas caracteristicas que disponga de

una. superficie cubierta con una de las sustancias solamente,
que cambie gradualmente su color de una parte a otra, mientras
la ségunda sustancia se difunde a lo largo de dicha superficie.
Asi pues, si la referida sustancia se consume completamente
antés de haberse difundido por toda el Area superficial, con

lo cual se producird un cambio de color Jjustamente en parte de

'
/
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la misma, pueden surgir dudas respecto a la confiabilided del
dispositivo de prueba del reactivo. También se mejora la posi-
bilidad de ubilizar un dispositivo para pruebas de reachtivos
para llevar a cabo un andlisis cuantitativo, si se produce un
cambio de color en un drea superficial relativamente amplia.

A continuacidn se describe la presence invencidén con
mayor detalle, haciéndose referencia al plano adjunto. Las fi-
guras 1 - 4 muestran esquematicamente diferentes formas de
realizacidén de un dispositivo para pruebas de reactives, fa-
bricado de acuerdo con la invencidn. La figura 5 muestra es-
queméticameﬁte, solo a titulo de ejemplo, la preparaqién'de
un dispositivo indicador segin las figuras 1 - 4.

. Refiriéndonos a las [iguras 1 ~ 4, se muestran tres
dispositivos para pruebas de reactivéé diferentes, previgtos
por ejemplo para indicar cPalquier presencia de éierta enzima
en un liquido., Los dispositivos de prueba de reactivos compren-
den portadores 1, 2, 3 y 4. Se han imprimido dos sustancias
reactivas A, B, mediante técnica de impresidén convencional en
diversos grafismos sobre estos portadores. Puede preverse un
dispositivo para prueba de reac%ivo de esta clase para sumer-
girlo en una muestra de dicho liquido y retirarlo de la misma
dejando que una fina capa de liguido permanezca sobre el por-

tador. Puede hacerse luego que una de las sustancias conteni-

_ | l
das en- el portador, por ejemplo la sustancia A, se difunda a

|
través de la fina capa de liquido, en direccidén a la otra sus-

tancia, o sea la sustancia B, La enzima susceptible de ser in-
dicada en el liquido puede reaccionar con la sustancia A, ©
catalizar una reaccidén quimica causada por la sustancia A. La
sus%ancia A se consume por tanto total o,pércialmente durante

su desplazamiento hacia la sustancia B segin la concentracién

{

|
|
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de dicha enzima en el liquido. Si la sustancia A es consumida
completamente por la enzima contenida en el liquido, no puede
producirse ninguna reaccidn entre las sustancias 4 y B. Si par-
te de la sustancia A alcanza la susbancia B, ambas reacciona-
rédn, siendo de tal naturaleza las sustancias A y B que se pro-
ducird un cambio de color. Tal reaccidn hard que a simple vis-
ta se observe un cambio de color sobre toda el drea superfi-
cial sobre la cual se apliquen las sustancias A y B. Ia inten-
sidad de este cambio de color depende de la concentrecidn de
la enzima cuantitativamente estimada en el ligquido. Las sus-
tancias A y B pueden por supuesto actuar reciprocamente de uno
u otro modo. Por ejemplo, pueden reaccionar entre si 2un una
prime ?ase, dando lugar a una sustancia intermedia sin nin-
gin cambio de color. Después en una segunda fase este compues-
to intermedio puede reaccionar con cualquier enzima presente
para producir un cambio d; color. Como alternativa, puede pro-
ducirse un primer cambio de color cuando se forme la sustancia
intermedia, y un segundo cambio de color cuando la sustanciz
intermedia reaccione con la enzima. Tal sistema hearia posible
decidir con exactitud, si ya selha utilizado un dispositivo de
prueba de reactivo, incluso si no se produjese la reaccidn de
la enzima en razén de la no existencia de esta ultima.

En la figura 4 se representa un dispositivo de prue-~
ba de reactlvo para la indicacidén de cualquier enzmma catali~
gadora presente en un llquldo. El dispositivo para prueba de
reactivos comprende un portador 4 y sustancias A, B, y C apli-
cadas al mismo con técnica de impresidn convencionai.

La sustancia A contiene uns enzima de peroxidasa y un
colorante de o~-tolidina semejante a tinte. La sustancia B con-

tiene la enzima oxidasa de glucosa y la sustancia C glucosa.
!

%
|
|
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Las enzimas peroxidasa y oxidasa de glucosa se fijan ambas
quinicamente a particulas de celulosa, que se fijan al porta-
dor por medio de cualquier agente aglutinante apropiado uti-~
lizando la técnica de impresién., Tras la aplicacién de las
sustancias A y B quedan en relacidn.inmévil entre si y con
respecto al portador 4.

El dispositivo de prueba de ‘reactivos descrito fun-
cionard de la siguiente forma cuando se pone en contacto con
el liquido que ha de ser sometido a prueba.

1) Ia glucosa contenida en la sustancia C es disuelta por el
liguido y extendida sobre el portador 4.

2) En las proximidades de la sustancia B la enzima oiidasa de
glu?osa cataliza la reaccidén entre glucosa y oxigeno, con
lo cual se obtiene perédxido de oxigeno como produci;o de'
reaccion.

%) El perdéxido de hidrdégeno se difunde a través del liquido
provisto en las 4reas comprendidas entre las sustancias A
y B, a los puntos ocupados por la sustancia A.

4) En los puntos ocupados por la sustancia A el colorante de
o-tolidina es oxidado por peréxido de hidrdégeno en presencia
de la enzima peroxidasa, y se obtiene un color azul.

5) Si existe alguna enzima catalasa presente en el liquido, el
peréxido de hidrdgeno se descompone total o parcialmente.
Lg‘patalasa en elevada concentracidén en el liquido descom~
pondra el perdxido de h%drégeno completamente antes de que
haya tenido tiempo de difundirse a los puntos ocupados por
la sustancia A, y no se obtiene ningun color azul. Una pe-
quefia concentracidén de catalasa descompondrd el perdxido
de hidrégeno parcialmente, y parte del perdxido de hidrége-

no se difundird a los puntos ocupados por la sustancia A

"
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produeciendo un color azul. Asi, en razén de la concentra-
¢ién de enzima catalasa en el liquido se obtiene un cambio
de color mds o menos intensivo en el dispositivo de pruebg
del reactivo.

Los dispositivos psra’ pruebas de reactivos que se
muestran en las figuras 1 - 4 se preparan mediante téenicas de
impresidén, segin se menciona anteriormente. Se hace refsrencia
a la figura 5, que muestra el principio de impresidén convencio-
nal. Una hoja 5 es alimentada en la direccidn de la flecaa.

Con dos cilindros de impresidén 6 y 7 se imprimen sobre la hoja
dos liquidos diferentes, que contienen las sustancias 4 ¥ B. Se-
gln ya se ha mencionado existen muchos tipos de cilindros, bien
conocidos para los versados en la téenica., vor lo cual no se
precisa ninguns descripcién detallada.

Por supuesto es necesario ajustar la viscosidad de
los liguidos, que contienen las sustancias en cuestidén, segin
la téenica de impresidn escogida.

Ejemplo .
1O gramos de CMC (carboxi métil celulosa) particulada fueron

activados en la forma bien conocida para los expertos en la

téenica.,

Oxidasa de glucosa (Boehringer) y peroiidasa (Sigma Co) fueron
inmovilizadas en diferentes muestras de la CMC activada, tam-

bién\s§gﬁn métodos bien conocidos.lLas mezclas para impresidn

fueron breparadas de la foyma siguiente: '

Oxidasa de glucosa/CMC

Se agitaron 2,5 gramos de GO/CMC humeda en 20 mls de agua des-
tilada con ayuda de un agitador magnético. Se agregaron 0,085

gramos de CMC coloidal para ajustar la viscosidad de la mezcla.

TN
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Peroxidass/CMC

Se agitaron 2,5 gramos de PO/GMC humeda en 20 mls de agua des~
tilada con ayuda de un agitador magnético. Se agregaron 0,085
gramos de CMC coloidal para éjustar la viscosidad de la mezcla.
También se agregaron 0,033 gramos de colorante o-tolidina me-
diante agitacidén a la mezcla.

Se imprimieron las dos mezclas asi obtenidas wmedian~
te estarcido de seda como lineas paralelas precisas, segin el
sistema GO-PO-GO~FO étc., sobre un papel de filtro que hobia
sido sumergido en una solucién de glucosa al 10% en agua y se
habia secado a 35°C.

En resumen, la Patente de Invencién que se solicita

deberd recaer sobre las siguientes:
REIVINDICACIONES

1. Método para fabricar un digpositivo para pruebas
de reactivos que comprend; un portador y al menos dos sustan-
cias (A, B), sustentadas por dicho portador, susceptibles de
ser activadas al utilizar el dispositivo de pruebas mencionado,
caracterizado por aplicar al menos dos liquidos, cada uno de
los cuales contiene una de dichés sugtancias, directamente a
una superficie del portador de tal maners que dichas sustancias
(A, B) permanecerdn sobre la superficie separadas por un espa-

cio intermedio predeterminado a lo largo de la misma, utilizdn-

dose técnicas de impresidn conocidas per se para\obtener dicho
1

- . |
espacio intermedio predeteymlnado.

2. Método segln la reivindicacidén 1, caracterizado

por aplicar al menos una de dichas sustancias (4, B) a la su-

perficie de dicho portador de tal modo que permanece fija al
mismo incluso al utilizar el dispositivo de prueba de reactivos.

3. Método segin las reivindicaciones 1 o 2, caracte-

!
!
z



10

15

20

25

30

- 12 -

rizado por aplicar dichas sustancias {4, B) a dicha superficie
en una pluralidad de lugares con pequenos espacios inbermedios
entre los mismos.

4, Método segin la reivindicacibén 3, caracterizado
por aplicar dichos lugares mezcladcs scbre dicha superficie.

5. Método segin las reivindicaciones 3 a 4, caracte-
rizado por aplicar al menos una de las sustancias (4,B) como
pﬁntos sobre dicha superficie. »

6. Método segln las reivindicaciones 3 o &, carac-
terizado por aplicar al menos una de las sustancias (A, B) co-
Mo rayas sobre dicha superficie. »

7. Método segin cualquiera de las reivindicaciones
1 -6, parécterizado por aplicar dichas sustancias (4,B) por
impresidn en fotograbado. )

8. Método seglin cualquiera de las reivindicaciones
1 - 6, caracterizado por aplicar dichas sustancias (A, B) por
estarcido de seda.

9. Método seglin cualquiera de las reivindicaciones
1 - 6, caracterizado por aplicap dichas sustancias (A, B) me-
diante impresidén por chorro de éinta.

10. Se reivindica por @ltimo como objeto sobre el

que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita: METO-

DO PARA FABRICAR UN DISPOSITIVO PARA PRUEBAS DE REACTIVOS.

S—
—
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de trece piginas meca-
nografiadas y dibujos adjuntos.

Madrid, 17 junio 1.977
BERNARDO UNGRIA

| ~ POOR
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