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La presente invencién se refiere a un método para
la determinacidn de perdxidos generados por reacciones
enzimiticas y/o quImicas;

Es sabido que muchas reacciones se valen de la aporta-

cibén de enzimas para conseguir una velocidad mis elevada

¥y, en algunos casos, una posibilidad de control mds inmedia-

ta; muchas de las propias reacciones enzimiticas comportan
una interaccibn entre el sustrato de partida y oxiIgeno, y
uno de los productos finales es el perdxido de hidrbgeno,
la cantidad del cual es proporcional a la cantidad del
compuesto de partida.

Por otra parte, existe también una vasta gama de reac-
cliones puramente quimicas que se verifican dando lugar,
como producto final, a perSxidos, la produccidn de los
cuales es todavia proﬁorcional a la cantidad de compuesto
hecho reaccionar en las condiciones iniciales.

Ademss, también es sabido que el perdxido de hidrSgeno
Yy, en general, todos los perdxidos pueden ser utilizados
como sustratos para la realizacidn de una reaccidn que se
vale del empleo de particulares enzimas: peroxidasas y
catalasas.

Tales enzimas catalizan la oxidacidn de aproPiédas
épstancias a expensas del perdxido, el cual es reducido
(en el caso particular del perdxido de hidr&geno se
forma agua); la sustancia oxidada, a su vez producida,
serd proporcional a la cantidad de perdxido presente y,
por consiguiente, a la cantidad del sustrato inicial

que ha intervenido en la primitiva reaccién para dar
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pexrbxido.

La entidad solicitante ha descubierto ahora un par-
ticular método, basado en el empleo de un conjunto de
reactivos, que permite la determinacién del perdxido y
por tanto, en definitiva, la dosificacidn del sustrato de
partida.

Tal conjunto de reactivos, empleado seglin el mé&todo ae
la presente invencibn, estd constituido por una sustancia
que actfia de sustrato reducido en- la reaccién con el
perdxido en presencia de la peroxidasa y de un reactivo,
gue ser@ definido en el transcurso de la siguiente descrip-
cidén, que se oxida a expensas de la especie que se ha
oxidado en la reaccidn preliminar con el per6xido; la
sustancia oxidada finél presenta una estructura tal, gene-
ralmente gquindnica, que aparece fuertemente coloreada, de
modo que resulta facil determinar la presencia y, lo que es
mis importante, la cantidad de la misma. A

Seglin una formulacidn alternativa, que constituye parte
integrante de la presente invencidn, también puedé evitarse
el empleo de una sustancia reducida que deba hacerse reac-
cionar en primera instancia con el perSxido, o bien 15 misma
puede fbrmar parte del reactivo empleado, segfin cuanto se ha
expuesto mds arriba, a los fines de una revelacién colori-
métrica.

Entrando en los detalles del método segfin la in&encién,
la sustancia reducida que debe emplearse en la reaccidn
enzimatica preliminar, catalizada por la peroxidasa, es el

ferrocianuro: éste es oxidado a ferricianuro, el cual, en
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una segunda fase, es puesto en contacto con un reactivo,
que a continuacién se denominard reactivo revelador, el
cual reacciona de modo que proporcione lé susodicha
estructura coloreada.

Segflin pﬁede apreciarse, el método que lleva a la de-
terminacidn del peréxido emplea dos etapas, la primera de
ellas eniimética; las dos pasadas pueden evitarse, segflin
se ha indicado, eliminando el empleo inicial de ferrocianuro,
y reduciendo la determinacidn del perdxido a una simple
reaccidn con el reactivo revelador, o bien el ferrocianuro.
puede entrar a formar parte integrante de este dltimo.

Las sustancias que componen el reactivo revelador deben
contener particulares grupos quimicos reactivos, por lo que
pueden ser empleadas tambi&n sustancias aparentemente muy
diversas.

Con el fin de obtener las caracteristicas necesarias,
este reactivo debe estar formado por:

a) un componente conteniendo én la molécula al menos

un anillo de cardcter aromético con al menos un
grupo -OH de tipo fendlico;
b) un componente con al menos un grupo reactivo ligado
a una estructura derivada de la l-fenil-5-pirazolinona.:

Segiin el espiritu de la invencifn, el reactivo reveleador,
que constituye la composicidn empleada en el método de la
presente invencién, puede estar particularmente formado por
fenol, o un compuesto anéldgo, y 4-aminoantipirina, o un
compuesto anilogo.

Dicho reactivo puede ser preparado ya sea en solucidn
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lista para el uso, ya sea con fenol y 4—aﬁinoantipirina
en soluciones concentradas separadas, que deban mezclarse
y diluirse antes del uso; del mismo modo, el reactivo
puede ser también preparado con las sustancias en forma
seca para ser disueltas en agua a fin de obtener la solu-
cidén de utilizacién.

La alusidn al fenol y a la 4-aminoantipirina es s&lo
una de las posibles combinaciones apropiadas para ser
empleadas para la realizacifén del método segflin la presente
inwencidén; muchas sustancias puedensustituir a la 4-amino-
antipirina y al fenol, siempre que se respeten las condi-
ciones tebricas esenciales para que una sustancia pueda
ser utilizada en el sistema. |

Sustituyentes del fenol pueden ser los fenoles que méis
adelante se definen, los naftoles que més adelante se
definen, las hidroxiquinolinas e hidroxiquinoaldinas que
m8s adelante se definen y otros compuestos que se definir&n
todavia mis adelante.

También en lo que respecta a los sustituyentes de 1la
4-aminoantipirina se remite a las definiciones que se darén
en el transcurso de la sigulente descripcién.

Muchos fenoles pueden ser utilizados en el sistema
red-ox terminal para obtener la estructura crombgena.

Tal estructura, con los fenoles, puede representarse

esquemdticamente por la siguiente f&Srmula:
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cuyos sustituyentes se definiré&n mis adelante.

Ahora tomando la estructura del fenol como base e

indicando con R los varios grupos sustituyentes,

puede establecerse un elenco, obviamente a titulo de
ejemplo y en ningfin modo limitativo de las posibilidades
de la presente invencidn, de sustancias reactivas adopta~-

bles en el método aqui descrito:

OH

{fenol: de R, a R, = H) segilin la siguiente

TABLA 1

COMPUESTO Rl R2 R3 R4

fenol

o.cresol CH3

_m.cresol : CH3

5-hidroxi-1;3-
~dimetilbenceno CH3 CH3

3~hidroxi~-1,4~
~dimetilbenceno CH3 CH3
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Cont. TABLA 1

COMPUESTO

timol

carvacrol
o.hidroxidifenilo
o.ciclohexilfenol

o.hidroxiaceto~
fenona

2,4'-dihidroxi~
benzofenona

2-cloro-5-hidroxi-
tolueno

o.clorofenol
p.clorofenol
2,4-diclorofenol
p.bromofenol
2,6-dibromofenol

2,4,6-tribromo-

fenol

guayacol

resorcinol é&ter
monometilico

hidroguinona é&ter
monometilico

guayacol sulfonato

&cido o.fenol~
sulfénico

dcido p.fenol-
sulfénico

dcido salicilico

dcido m.hidroxi-
benzdico

Ry

CH
CeHs

Celia
COCH,

COC6H4OH

Cl

Br

Br

OCH3

OCH

S0,H

COOH

R2 R3 R4 R5
CH3 C3H7
3ty
CH3 Cl
Cl
Cl
Br
Br
Br . Br
OCH3
OCH3
SO3
SO3H
COQH
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Cont. TABIA 1

COMPUESTO

dcido p.hidroxi-
benzéico

metilo p.hidroxi-
benzoato

metilo salicilafo

fenilo salicilato
(salol)

Acido salicil-

© salicilico

salicilamida
saliclilaldehido
8cido vainillico

&cido 3,5 dibromo-
~4~-hidroxibenzbico

catecol

rasorcinol

- orcinol

epinefrina

fluoroglucinol
pircgalol

m.aminofenol

También numerosos naftoles pueden ser utilizados en el

R

1 2 3 4 5
COOH
COOCH,,
coocn3
COOCH,
C°°$s“4
CO,H
CORH,
CHO
HO
OCH, C
Br COOH Br
OH
OH
OH CH,
OH NHCH,
i
: CH,,CHOH
OH OH
OH OH
NH,

sistema red-ox terminal para obtener la estructura crombgena.

Tal estructura, con los naftoles, puede

representarse

esquemdticamente del siguiente modo, tomando como ejemplo el

derivado del 1l-naftol:
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Tomando la estructura del naftaleno como base e

indicando con Rl,2,3;4,5,6,7,8 varios grupos constituyentes,

puede establecerse un elenco a titulo de ejemplo de sustan-

cias reactivas m3s usuales, adoptables en el sistema

reactivo en cuestibn:

naftaleno (de R1 a R8

COMPUESTO

1~ naftol
dcido L

&cido l-naftol-
-4-sulfdénico

= H) segfin la siguiente Tabla II.

TABLA It
Ry Ry Ry R Ry
oH
OH 50,
OH SO H
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Cont. TABLA II

COMPUESTO R1 R2 3 4 5

dcido cromo-
trbpico OH SO.H

dcido H OH SO H
dcido l-naftol-

~7-amino-3-

-sulfdénico OH SO.H
2-naftol OH

dcido R ~ OH 80.H

dcido G
{sal bipot8sica) "OH

4cido de
Schaeffer OH

dcido 3-hidroxi-
~2-naftbico OH COOH

3-hidroxi-
~2«~naftamida-
~N-sustituida OH CONHR

.80

H
S0.K

S0,H

NH.,

SO3K

También compuestos del grupo de las hidroxigquinolinas

e hidroxiquinaldinas pueden ser utilizados en el sistema red-ox

terminal, para obtener la estructura crpmégena.

Esta estructura, con estos compuestos, puede represen-

tarse esquemiticamente del siguiente modo:.
R R

N/

D
S

R R
(ejemplo derivado de la 8~hidroxigquinolina).
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Tomando la estructura de la quinolina como base e

indicando con R1,2,3,4,5,6,7 varios grupos sustituyentes,

puede establecerse un elenco a titulo de ejemplo de

sustancias reactivas m&s usuales, adoptables en el sistema

reactivo en cuestibn:

quinolina (de R, a R; = H) segfin la siguiente

TABLA III

COMPUESTO _ R1 R2 R3

3~hidroxiquinal~-
dina CH, OH

5-hidroxiquino-
lina

6-hidroxiquino-
lina

7=-hidroxiquino~-
lina ‘

8-hidroxiquino~
lina .

7-metil-8~hidroxi-
quinolina

&cido 8-hidroxi~-
quinolin-3-sulfd-
nico

OH
OH
"OH
OH

OH OH

SO3H OH

Ademés de los compuestos comprendidos en los grupos qui-

micos ya mencionados, también pueden utilizarse -~ como susti-

tuyentes del fenol - otros compuestos, de los cualés
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un breve elenco a titulo de ejemplo es el siguiente:
- &cido barbitfirico y derivados (no sustituidos en la

posicidn 5): H
o l

§§\ N

0

%

~ dicetohidrindeno: o

0
- 2,4~diamino~6-hidroxipirimidina:

HO N NH
2
—~ \\\V//
/D
\
N - } N
NH2

También la 4-aminoantipirina puede ser sustituida en el

sistema reactivo por otros compuestos, si bien la misma ha
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resultado ser la mis eficiente y apta para la finalidad
de la invencitn.

Entre los principales compuestos utilizables en el
sistema en sustitucibtn de la 4-amincantipirina pueden
citarse los siguientes:

- aminofenazona: (4-dimetilamino-2,3~dimetil-l-fenil-

~3—pi£azolin—5—ona);
- sul'faniipirina: (dcido 2,3 -dimetil - 1 ~ fenil
5 pirazolona - 4 - aminometansulfénico sal Na);

- dibupireno: (&cido(l~fenil~2,3-dimetil-5-pirazolon-
--4~il)isobutilamino)metansulfonato sal Na);

- propilfenazona: (4-isopropil~2,3-dimetil-l-fenil~
-3-pirazolin-3~ona);

~ tozalinona: (2-dimetilamino-5-fenil-2-oxazolin-

~4~ona) ;

- metampireno: (l-fenil-2,3-dimetil~5-pirazolona-

~4-metilaminometansulfonato s6dico).

Seglin se ha indicado, el perdxido que deba determinarse

. puede tener su origen en reacciones enzimaticas y/o puede

formarse de reacciones quimicas, o bien puede estar simple-

mente diéponible, debiéndoée determinaxr la cantidad del mismo.
Asi pues, en el caso particular del perdxido de hidr6-

geno, pueden presentarse los siguientes casos que, obvia-

meﬁte,'deben entenderse solamente como ejemplos ilustra-

tivos de la invencidn y no tienen en absoluto la finalidad

de limitar el élcance de la misma.

EJEMPLO 1

H202 formado en reacciones enziméticas:
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1) &cido firico + O2 ureasa alantoina +
+ CO, + H,0, (1)
2) colesterol + o2 colesterol_v 4-colestan~
oxidasa
-3-ona + H202 (IT)
3) D-galactosa + 0, -EEEESEEEE*» b-galacto=~
oxidasa
~hexodialdosa + HZOZ . (I1I)

En todos los tres casos indicados, el perbxido de
hidrSgeno formado en la reaccidn estd dosificado segfin la

siguiente reaccidn general y com@n a todos los sistemas

considerados:
POD
H,0, + crombgeno reducido —> H,0 +
(peroxidasa)
+ crombgeno oxidado (IV)

N.B. - La POD es activa, ademas de sobre.el peréxido'de
hidrb8geno, también sobre el metilperdxido y el
etilpéréxido;

En cuanto al cromSgeno pueden hacerse dos distinciones

fundamentales:

a) Est& constituido por una sustancia (ferrocianuro) que
es éxidada (ferricianuro) y que, en esta forma, reaccio-
na sucesivamente con otros componentes reactivos,
sin intervencibn de enzimas:
ferricianuro + 4-hidroxibenzoato + 4-aminofenazona
—m= ferrocianuro + quinona coloreada (")

b) Est& constituido solamente por 4-hidroxibenzoato y

4-aminofenazona que reaccionan directamente en la
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reaccidn catalizada por la POD (IV):

HZOZ + 4-hidroxibenzoato + 4-aminofenazona

__FOD _ H,0 + quinona coloreada (V1)

En ambos casos, el producto final determinable fotomé&-
tricamente (la quinona) es idéntico.

En el caso a), la reaccibn se verifica en dos etapas y
se precisarén dos reactivos diversos.

En el caso b), la reaccibn se verifica en una sola
etapa y el reactivo puede ser uno solo, con simplfficacién
del sistema. El uso del 4-hidroxibenzoato o de otro reactivo
g6lido con las caracteristicas indicadas e ilustradas en
las Tablas I, II, III, permitiri ademds la preparacidn del
reactivo en polvo.

EJEMPLO 2

H202 formado en reacciones quimicas o ya disponible
para el dosificado:

15 El perdxido de hidrbgeno estd ya disponible en
solucién y se trata solamente de determinarlo. En
este caso basta aplicar el sistema, segfin las
reacciones IV y V & VI, directamente a la solucidn
en la que se desea efectuar el ‘dosificado.

2) El perdxido es generado en reacciones gquimicas de
tipo clésico; por ejemplo en aquellas utilizadas
industrialmente para su produccidn:

BaO, + 2H' + S0, ~— Bas0, + H,0,

3) El perdéxido es generado por accién de radiaciones

ionizantes sobre el agua conteniendo oxigeno en

solucidn (véase: Nouveau Traité de Chimie Minerales,
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P. Pascal, Masson e Cie, ed., XIII, p. 542); las

reacciones implicadas

ilustrarse esquemitic

H20 =
H20 =
HZO =
H + 02 =
OH + HZOZ =
CH + H202 =
OH + H2 =
H02 + HO2 =
HO2 + HO2 =

son numerosas y pueden
amente del siguiente modo:
H + OH

1/2 Hy 0, + 1/2 H,
H + 1/2 Hy0,
HO2
HO, + H,O

2 2

H, O + H02.

2
HZO + H

HZOZ + 02

1/2 H,0, + 1/2 H,0, + 172 0, +

+ 1/2 0,

4) El per6xido de hidrdgeno puede encontrarse en el

agua de lluvia o en 1l

Traitd de Chimie Minerale, P. Pascal, Masson e Cie.,

ed., XIII, p. 543).

5) El perdxido de hidrdgeno puede producirse, en ciertas

condiciones, a partir de la descomposicidn de los per-

sulfatos, perboratos,

siguientes reacciones

H,S80

H2305 + H20 2° 74

NaB03 + H20 —ei

a nieve (véase: Nouveau

percarbonatos, segtn las

HZSO4 + H202

NaBO2 + H202

K2C206 + 2H20 —— 2HKCO3 + H202

K2C206 + 2H2804

H2CO4 -

Descrita suficientemente la naturaleza del invento, asi

—— ZHKSO4 + 2C02 + H

0

272

H2C03 + H202
C02 + H202
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como la manera de ponerlo en préictica, se hace constar que
tode cuanto no altere, cambie o modifique su principio
fundamental puede quedar sometido a variaciones de detalle.
También se hace constar que esta invenci6én corresponde

a la descrita en la Solicitud de Patente Ne 28040 A/76,
depositada en Italia en 6 de Octubre de 1976, cuya priori-
dad se reivindica de acuerdo con los Convenios Interna-
cionalés en vigor, siendo lo esencial y por lo que se
solicita Patente de Invencidn, por veinte afios, lo.que

queda resumido en las siguientes reivindicaciones:
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REIVINDICACIONES

12.- Método para la determinacidén de perdxzidos generados
por reacciones enziméticas y/o quimicas, caracterizado porque
se hace reaccionar el perSxido con un conjunto reactivo cons-
tituido por:

a) un componente conteniendo en la molécula al menos un

anillo de caré&cter aromédtico con al menos un
grupo -OH de tipo fendblico,
b) un componente con al menos un grupo reactivo ligado
a una estructura derivada de la l-fenil-5-pirazolinona.

22.- M&todo segin la reivindicacidn lg, caracterizado por-
que dicha reaccifn del perdxido con el conjunto reactivo se
efectfia a través de una reaccidn preliminar con un agente
crombgeno.

38.- M&todo segfin la reivindicacidn 2%, caracterizado
porgue como agente crombdgeno se elige el ferrocianuro.

49.- METODO PARA LA DETERMINACION DE PEROXIDOS GENERADOS
POR REACCIONES ENZIMATICAS Y/O QUIMICAS,
tal y como queda descrito y reivindicado en la presente memoria
que consta de diecisiete hojas mecanografiadas por una sola cara.

BARCELONA, 4 de Octubre de 1977.

Istituto Sieroterapico e Vaccinogeno
Toscano "SCLAVO" S.p.A.

P.P.
J M.PGOMEZ-ACEBO Y POMBO

p. p. Fdou Jo M. Valeatin-Fernéndaz
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