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La presente invencidn se refiere a un método para
la determinacidn epzimética de la glucosa, particularmente
mediante empleo de un conjunto de reactivos.

Es conocida por la Patente italiana No 986.838 la posi-
bilidad de determinar enzimiticamente la glucosa mediante
el empleo de un particular conjunto de reactivos que apro-
vecha la transformacidn gue experimenta la glucosa en
presencla de la enzima glucosa-oxidasa y los sucesivos
pasos que intervienen a expensas de las sustancias produ-
cidas, de entre los cuales destaca la oxidacidn, por parte
del perdxido de hidrégeno’formado, de un adecuado sustrato -
por medio de otra enzima: la peroxidasa. '

Aparte de las composiciones enzimdticas y el eventual
empleo de sustancias cromdgenas, el conjunto de reactivos
a que se refiere la susodicha Patente-ésté constituido esen-
cialmente por un componente conteniendo en la molécula un
compuesto gque presenta un grupo 2> CH en poéicién e¢ de un
grupo endlico con dobles enlaces conjugados al doble enlace
endlico y por un segundo componente con al menos un grupo
reactivo ligado a una estructura derivada de la l-fenil-5-
pirazolinoﬁa. '

Seglin la ya mencionada Patente, el reactivo est8 por
tanto formado por fenol o compuesto aﬁélogo, y 4-amino
antipirina o cémpuesto andlogo: dicho reactivo puede ser
preparadern solucidn lista para su empleo; o bien el fenol
y la 4-amino antipirina pueden formar parte de soluciones
separadas, que deban mezclarse y diluirse antes de su

empleo; o bien, ademis, las sustancias pueden ser con-
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servadas en forma seca que deba disolverse para la ob-

tenci6n de las soluciones listas para su empleo.

Sin embargo, el empleo del fenol tal cual no permite
la formulacién de un Ginico reactivo, con las sustancias
mezcladas en estado seco, gque deban disolverse o diluirse
en una finica solucién lista para su empleo, ya que la
presencia del fenol no asegura garantia de estabili-
dad.

Ahora se ha descubierto, y ello constituye una carac-
teristica de la presente invencidn, que si se evita el
empleo del fenol tal cual y se utiliza en su lugar, en
la formulacidn del reactivo, un compuesto que presente
un grupo > CH en posicién o de un grupo enblico con
dobles enlaces conjugados al doble enlace endlico, es
posible la formulacidn de un fnico reactivo, comprendiendo
todos los constituyentes en los que se estd interesado,
en estado seco, es decir en forma de polvo que deba disol-
verse antes de su empleo, sin que se presenten los inconve-
nientes de inestabilidad seglin se ha dicho més arriba.

Mas particularmente, la presente invencibtn se refiere
a un método para la determinac¢ién enzimitica de la glucosa
comprendiendo el empleo,.en un {inico reactivo en estado
seco, de la enzima glucosa-oxidasa, la enzima peroxidasa,
un tampdn, un compuesto que presenta un grupo _>CH en
posicién o< de un grupo endlico con dobles énlaces conju-
gados al doble enlace enflico y un componente con al
menos un grupo reactivo ligado a una estructura derivada

de la l-fenil-5-pirazolinona.
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En lo que se refiere a la naturaleza quimica y la
exacta formulacidn de estas dos filtimas sustancias, se
remite al texto de la susodicha Patente, con la advertencia
obvia de que, de todas las sustancias en ella indicadas,
s8lo aquéllas que son s6lidas a temperatura ambiente podran
encontrar empleo en la formulacidn (linica, empleada segflin
el m&todo de la presente solicitud.

Debe hacerse constar, ademaé, que para obtener un
reactivo de ficil y econbmica preparacidn, asi como de esta-
bilidad adecuada, es aconsejable seleccionar, de entre todos
los compuestos indicados,'aquellos que respondan simulté-
neamente a las siguientes caracterfsticas: .

-~ deben ser altofundentes no delicuescentes

- deben presentarse como polvo amorfo 0 cristalino

- deben ser sufiéientemente estables

-~ deben ser sufiéientemente-no reactivos en estado

seco, de modo que no tiendan a desﬁaturalizar las
proteinas enzimdticas presentes en la mezcla eh
polvo, pero deben ser suficientemente reactivos en la
solucidn lista para el empleo indicado.

Sin embargo, resultard f£acil para el experto en el
ramo seleccionar, de entre el vasto nfimero de f&6rmulas
quimicas indicadas en la susodicha Patente, aquéllas mé&s
aptas para realizar la formulacién del reactivo Ginico en
polvo, también en previsién de su utilizacidn prédctica, es
decir del método de lectura que se desee sequir.

Los siguientes ejemplos se indican Gnicamente é fin

de ilustrar algunos conjuntos de reactivos de entre los
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muchos posibles, pero la invencidn no debe considerarse

en modo alguno limitada al empleo de los mismos.

Ejemplos de formulaciones en polvo (reactivo inico)

A - Variando el tampSn y el compuesto que presenta un

grupo >CH en posicidén o de un grupo endlico con

dobles enlaces conjugados al doble enlace endlico.

al -

Tampdn fosfato pH 7;5;
GOD

POD

4-aminoantipirina
4-hidroxibenzoato-Na
Tampbn fosfato pH 7,3,
GOD

POD

4-aminoantipirina
3~hidroxibenzoato-X
Tampdn tris-maleato pH 7,7,
GOD

POD

4-aminoantipirina
Na-salicilato

Tampbn 2-amino-2-metil-
-1,3-propandiol pH 7,8,
GOD

POD

4-aminoantipiriné

salicilamida

150 mmoles/1
18.000 U/1
1.000 U/1
0,4 mmoles/1
10 mmoles/l
150 mmoles/1l
18.000 U/1
1.000 U/1
0,4 mmoles/1
10 mmoles/1
300 mmoles/1
18.000 U/1
1.000 U/1
0,5 mmoles/1

12 mméles/l

200 mmoles/1

25.000 U/1
2,000 U/1
0,6 mmoles/1

7 mmoles/1
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A5 - Tampdn tris-KH,PO, pH 7,6,

2774
GOD
POD
4~aminoantipirina

dcido vainillico

A6 - Tampdn fosfato pH 6,
GOD
POD
4-aminoantipirina
dcido cromotrSpico (acido 4,5-
-dihidroxi~2,7-naftalenedisul£6-
nico)

A7 - Tampdn acetato-maleato pH 6,
GOD 7
POD
4~aminoantipirina
8-hidroxiquinolina-citrato

A8 -~ Tampdn fosfato pH 6,7,7
GOD
POD
4-aminoantipirina
dcido barbitfirico

B =~ Variando la 4-aminocantipirina

Bl - Tampén fosfato pH 7,5,
GOD
POD
sulfamipirina (&cido 2,3-dimetil-

~1-fenil-5-pirazolona-4- -

150 mmoles/l

18.000 U/l
1.000 U/l
0,4 mmoles/1
12 mmoles/1
150 mmoles/1
20.000 U/1
2,000 u/1

0,35 mmoles/1

4 mmoles/1
100 mmoles/1
25.000 U/l
2.500 U/1
0,6 mmoles/1
15 mmoles/1
100 mmoles/1
18.000 U/1
500 U/l
0,35 mmoles/1

4 mmoles/1

150 mmoles/1l
18.000 U/1
1.000 U/l
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~aminometan-sulfénico) sal
sb6dica 1 mmol/1

4 - hidroxibenzoato-Na 10 mmoles/1

Ejemplos de utilizacién

C - Con "lectura al término"

Muestra: suero, plasma, orina

(sangre desproteinizada) ml 0,02 (0,2)
Reactivo en polvo, disuelto en HZO ml 2,5

Mezcla e incubacibén a la temperatura y durante el

tiempo necesarios para que el desarrollo del color

haya terminado y haya alcanzado su méximo.

Lectura fotométrica a la longitud de onda Sptima para

el sistema crombgeno utilizado (por ejemplo a 340 6 a
500-510 nm con 4-hidroxi£enzoato y 4-aminoantipirina,

a 340 6 a 600 nm con &cido cromotrdpico y 4-aminoantipi-
rina, etc.).

El célculo puede ser efectuado utilizando el coeficiente
de extincibn del crombgeno coloreado o bien utilizando
una ¢ varias soluciones de referencia (Standard) de
contenido conocido de glucosa, tratadas como la muestra,
en contraste con las cuales puede efectuarse el cilculo,
segin la ecuacibn:

Concentracidn del Standard
X D.0. de la muestra =

D.0, del Standard

= concentracidn de la muestra.
La medicidn de los volimenes y el mezclado de los reac-
tivos pueden efectuarse ya sea manualmente, segfin se ha

indicado, o bien mediante empleo de adecuados instru-



mentos estudiados para la mecanizacidn y la automa-
tizacidén de las diversas operaciones.

D - Con lectura "en cinética"
Muestra: suero, plasma, orina
(sangre desproteinizada) ml 0,01 (0,1)
Reactivo en polvo, disuelto en H20 ml 2
Mezcla y lectura fotométrica igmediata, a 340 nm o a
la longitud de onda Optima para el sistema cromdgeno
utilizado (compdrese Ejemplo C).
La lectura fotométrica puede ser repetida a intervalos
regulares de tiempo, o bien ser registrada en continuo

4D.0. - proporcional

sobre papel. La variacién medida
a la concentracién de glucosa de la muestra.

También el mé&todo "en cinética" puede ser efectuado ma-
nualmente, seglin se ha indicado, o bien mediante empleo
de adecuados instrumentos estudiados para la mecaniza-

cién y la automatizaciép de las operaciones de medicidn

de los reactivos, mezclado, lectura fotométrica, tempo-

rizacién, termostatizacién, registro, cdlculo, etc.

Para el cdlculo, véase el Ejemplo C precedente.

Abreviaciones
GOD .= glucosa-oxidasa
POD = peroxidasa
D.O. = densidad 6ptica
nm = nandmetros
m (prefijo) = mili
1 = litro

t = tiempo
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Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
asi como la manera de ponerlo en prdctica, se hace constar
que todo cuanto no altere, cambie 0 modifigue su principio
fundamental puede guedar sometido a variaciones de detalle.
También se hace constar que esta invencidn corresponde a
la descrita en la Solicitud de Patente Ne 29117 A/76,
depositada en Italia en 8 de Noviembre de 1976, cuya priori-
dad se reivindica de acuerdo con los Convenios Interna-
cionales en vigor, siendo lo esepcial y por lo que se
solicita Patente de Invencidn, por veinte afios, lo que

gueda resumido en las siguientes reivindicaciones:
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RETVINDICACIONES

12, - M&todo para la determinacién enzimitica de la
glucosa; caracterizado porque se hace reaccionar la
muestra sometida a examen con un {inico conjunto reactivo
en estado seco constituido por la enzima glucosa—-oxidasa,
la enzima peroxidasa, un tampdn, un compuesto que presen-
ta un grupo >CH en posicidén o de un grupo enélico con
dobles enlaces conjugados al doble enlace endlico y un
componente con al menos un grupo reactivo ligado a una
estructura derivada de la l1-fenil-5-pirazolinona.

2§.— METODO PARA LA DETERMINACION ENZIMATICA DE
LA GLUCOSA,
tal y como queda descrito y reivindicado en la presente
memoria que consta de nueve hojas mecanografiadas por una
sola cara.

BARCELONA, 3 de Noviembre de 1977.

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

4. M. GOMEZ-ACEBO Y POMEO

P po Fdou b, M. Valealin-Fasnéndez
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