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MEMORIA DESCRIPTIVA
El presente invento se refiere a un método para 

la  determinación de peroxidasa, que es de particu lar 
importancia en conexión con pruebas inmunológicas por enzimas 

5 . en donde esta  enzima se u tiliz a  para la maroaoión de 
artíganos o anticuerpos.

Para la  determinación inmunológica por enzimas de 
constituyentes en fluidos fisio lógicos, en te jidos o en 
extractos celulares y extractos de te jido , se maroan 

10. con enzimas artíganos o anticuerpos. En calidad do enzima 
marcadora se ha utilizado hasta ahora, en la  mayor parte, 
peroxidasa de rábanos. Esta enzima es obtenible fá c i l­
mente con elevada pureza, tiene una elevada actividad 
específica, es resistente fronte a la  mayor parte de los 

15. reactivos de oopulación qufmioos, posee una buena e s ta b ili­
dad a l almacenamiento y puede separarse fácilmente de la  
peroxidasa enlazada a l antígeno o a l anticuerpo según 
ora molécula proteínioa relativamente reducida (peso 
molecular = 40000).

20. Para determinar la  actividad do la  peroxidasa
so ha utilizado hasta ahora, fundamentalmente, o-dianisidina, 
o^toluidina, guayacol y 2, 6-diclorofenolindofenol. Estos 
oromóforos son, por lo general, poco solubles y, por consi 
guíente, pueden u tiliza rse  en la  prueba solo en bajas 

25* concentraciones. Además, no son aptos para proteger
de forma efectiva la peroxidasa antes de la  inactivación 
por peróxido de hidrógeno. En diversas investigaciones 
se ha demostrado que la  peroxidasa en circulación durante 
la  reacción c a ta lític a  forma un complejo ostablq^y enzímáti-
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oamonte inactivo con peróxido do hidrógeno* do modo quo 
siempre so oncuontra presento monos poroxidasa on forma activa. 
Esto tiono la  oonsecuencia de quo después do una reacción 
de 10 a 20 minutos de duración a una temperatura do in -  

5. cubaciónde 37SC, resulta oomplotamonto inactiva la  
poroxidasa. Esta desactivación os especialmente des­
ventajosa on o l caso do pruobas inmunológicas por enzima,, 
debido a quo los constituyentes quo han do determinarse 
so encuentran presentes con frocuoncia on concentraciones 

10. tan bajas quo, para obtener una sensibilidad suficionto, 
la  poroxidasa enlazada a l antígeno o anticuerpo debo 
incubarse durante hasta 2 horas con la  solución do subs- 
trato-tampón corrospondionto.

El presento invonto proporciona ahora un método 
15. quo no adoloco do los inconvenientes antos citados. Esto 

invento permito dotorminar cuantitativamente pequeñas 
cantidados do poroxidasa y a l propio tiempo faoulta 
obtener.una sensitividad osonoial para las pruebas inmunológi- 
oas por enzima.'

20. Mag ooncrotamonto o l prosonto invento so rofioro
a un método para la  determinación do poroxidasa en 
una muestra, cuyo método comprendo mezclar la muestra 
on un tampón que proporcione un valor pH do 3 a 10,5, 
con un substrato para la  poroxidasa, con una mezcla do 

25. uno o mas compuestos do la  fórmula genoral



en donde
R representa un átomo de hidrógeno o de metal 

alcalino
R,, R , R , R* y R representan, cada, uno, un i  2 3 4 5 -átomo de hidrógeno, bromo o cloro o un grupo 

n itro , de alquilo in fe rio r o carboxílico, 
y con 4-aminoantipinina, incubar la  mezcla resultante 
a una. temperatura comprendida entre 10&C y 603C y deter­
minar e l  contenido de peroxidasa presente en la  muestra 
midiendo e l  aumento de la  intensidad de color resultan­
te  por intervalo de tiempo.

En e l método proporcionado por e l presento in­
vento puede investigarse directamente con respecto a l 
contenido de peroxidasa la  muestra analítica  (por ejem­
plo, un fluido fisiológico o un extracto celular).

Sin embargo, ventajosamente, e l  método propor­
cionado por e l  presente invento se u tiliz a  para determinar 
la  actividad de la  peroxidasa oorno parte de pruebas in­
muno lógicas por enzimas t a l  como se describe en, por ejem­
plo, Clin. Chem. 733-738 (1976) o en Clin. Chem. 22, 
1243-1255 (1976). En este caso la  muestra investigada en 
la  parte enzimática de la  prueba inmunológica. por enzima 
contiene la peroxidasa en una forma enlazada a un mate­
r ia l  inmuno lógicamente activo (antigeno o anticuerpo).
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La expíe alón "mate p ia l inmuno lógid amónte activo" 
aguí utilizada incluye todos los constituyentes de los 
fluidos fisiológicos, te jidos, extractos celulares y 
extractos de te jido  para los que está presente o puede

5. formarse un alelo de reacción inmnnológica. A éste p e r­
tenecen las aminas primarias, aminoácidos, páptidos, pro­
te ínas, glicoprotoinas, esteróles, asteroides, lipoides, 
ácidos nucleicos, enzimas, hormonas, vitaminas, p o li-  
sacáridos y alcaloides.

10. Los materiales inmuno lógicamente activos especial­
mente preferidos son coriongonadotrepina humana, facto r 
roumatoide, toxoplasma, Candida, Trypanosoma, CEA antigono 
y mioglobina.

Un sistema tampón con e l  que puede obtenerse 
15. un valor pH entre 3 y 10,5, de preferencia entro 6 y 9 , 

es apropiado para los finos del presento invento. Muy 
especialmente se prefiero un sistema tampón con e l que 
pueda obtenerse un valor pH entro 6,5 y 7,5*

Los sistemas de tampón apropiados son, por ejemplo, 
20. tampón do fosfato, tris-tampón y tampón borato. La ooncon- 

tración del tampón no os c r ít ic a , poro está comprendida, 
do preferencia entro 50 y 200 mmol/l.

E l poróxido do hidrógono sirvo como ol substrato 
para la peroxidasa. El peróxido do hidrógono puedo u tilizarso  

25. ta l  cual o puodo formarse durante la  reacción oon la
ayuda do sistemas enzimáticos apropiados. Estos sistemas 
onzimáticos son, por ejemplo, glucosa-cxidasa/glucosa o 
uiioasa/ácido árico.

Cuando so u tiliz a  o l propio poróxido do hidrógono
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so o ligo una oonoontraoión do 0,05 a 10 mmol/l, do profo- 
renoia 0 ,2  a 1 mmol/L.

Bi compuesto do la  fórmula I  antorior forma, 
gUntó con 4-amincantipirina bago la  aéción do peróxido 

5  ̂ do hidrógono y poroxidasa, una substancia coloreada cuya 
velocidad do formación os directamente proporcional a la  
cantidad do poroxidasa presento, la  cual puedo dotormLnarso 
midiendo la  intonsidad do color rosultanto bago condiciones 
do prueba dofinidas.

10. Los compuestos do la  fórmula I  apropiados son
fenol, o-clorofonol, m-olorofonol, p-olorofonol, 2, 4*^-icloro- 
fenol, 2,5-diolorofenol, 3,4-diclorofonol, 2,4-dibromofonol, 
o-nitrofonol, m-nitrofonol, p-tiitrofonol, o-o resol, m-oresol, 
p-o resol, 2, 4^dimetilfonol, 2, 4-dinitrofeno 1 y áoido 4*hi- 

15. drexibonzpioo. Espooialmonto so prefiero o l fenol.
La oonoontraoión dol oompuesto do la  fórmula I  

so encuentra, ventajosamente, entro 1 y 200 mmol/l, pre­
firiéndose ospocialmonie una oonoontraoión do 10 a 50 mmol/l.

La concentración de 4**aminoantipirina está compren- 
20. dida, do preferencia, entro 0 ,1  y 10 mmol/l, prefiriéndose 

espooialmonto una concentración de 1 a 3 mmol/l.
La secuencia con que so adicionan los reactivos 

antes citados se elige do modo que, para completar.-ol 
sistema, so adicione finalmente la  poroxidasa en forma* t 

25. do la  muestra o o l substrato para la  poroxidasa.-;
La temperatura oon que se lleva a oabo la  in ­

cubación os c r ít ic a . La temperatura puedo ostar comprendida 
entro 3D?C y 60BC, do preferencia entre 2530 y 4030, 
y dobo mantenerse oonstanto durante toda la  duraoión do
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la  incubación. El tiempo de incubación on o l caso do una 
temperatura do inoubaoión dada dependo del contenido de 
peroxidasa en la  muestra; En e l caso de pruebas inmuno*̂  
lógicas por enzima e l tiempo de incubación se encuentra 

5. entre 1 minuto y 4 horas, de preferencia entre 30 minutos 
y 120 minutos.

El oontenido de peroxidasa presente en la  muestra 
se determina midiendo la  intensidad de color resultante 
en la reacción enzimática bajo condiciones de prueba 

10. definidas (concentración de los reactivos, valor pH, 
temperatura, duración de la  incubación). Se mide una 
diferencia de extinción, correspondiendo esta diferencia 
a l aumento de la  intensidad de color con la  cantidad de 
peroxidasa presente, siendo por tanto directamente pro por-* 

15. cional.
la  medición de la  intensidad de oolor se lleva 

a oabo, ventajosamente, fotométiieamenie en una longitud 
de onda comprendida entre 450 nm y 580 nm.

El método proporcionado por e l presento invento 
20. os apropiado no solo para las determinaciones manuales

de peroxidasa sino también para determinaciones automáticas.
los reaotivos requeridos para llevar a cabo e l 

método proporcionado por ol presento invento se envasan, 
do preferencia, en un paquete de reaotivo. Un paqttote 

25. do reaotivo apropiado para los fines del presento invento 
contieno, ventajosamente, en diversos contenedores

(a) uno o mas compuestos de la, formula general
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OR

5.

(I)

en donde
R Representa un átomo do hidrógeno o do metal alcalino y 

R ,̂ Rg, R ,̂ R̂  y representan, cada, uno, un átomo de 
hidrógeno, bromo o cloro o un grupo n itro , alquilico 

10. in ío rio r  o oarboxilico¡
(b) 4-aminoanbipLrina
y, s i  so desea,
(o) un tampón que proporcione un valor x¡R de 3 a 10,5
y también, s i  se desea,

15. (d) un substrato para la  peroxidasa.
E l paquete do reactivo, puede contener también 

un recipiente con una solución testigo o solución ostandard 
y/o un recipiente con un reactivo para o ono lu ir  la  reacción 
y/o reactivos para llevar a oabo una determinación inmuno- 

20. lógica.
Sin embargo no os necesario almacenar todos los 

reactivos en contonodores separados. El presento invento 
incluyo también un paquete do reactivo en donde se a l­
macenan juntos, en e l  mismo contenedor, varios do los reac- 

25. tivos requeridos para llovar a o abo e l método proporcio­
nado por o l invento.

Asi pues, por ojampio, e l  tampón puedo almaoonarso 
junto con 4—aminoantipirina en un solo contenedor.
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Loa diversos reactivos pueden envasarse no solo 
en forma líquida sino tambión en forma sólida.

Los ejemplos que siguen ilu stran  e l  presente
invento^

Se disuelve una cantidad pesada con exactitud 
de peroxidasa de rábano de elevada pureza en 0 ,1  mol/l 
de tampón do hidrofosfato disódico y a parbir de la  solu­
ción resultante se preparan diversas diluciones. Para dotar­

lo. minar la  actividad de estas soluciones de peroxidasa so mez­
cla 2, 0 cc do solución de prueba (0 ,1  mol/l do tampón de 
fosfato de pE 7,25 con 25 mmol/l de fenol, 2 mmol/l de 
4-aminoantipirina y 0,8  mmol/l de peróxido de hidrógeno) 
oon 0,05 oc de la  muestra y la  diferencia de extinción se 

15. determina _a 37SC cada 30 minutos a una longitud de onda 
do 492 nm.

Contenido do peroxidasa en la  muestra ^492 n V 30 m in./3 7 3 0

0 ,2 pg/Bl 0 ,9 4 0
0 ,1 /Ig/"1 0 ,4 6 5
o ', 05 ^g /o l 0 ,2 4 0
0¡025 ^g /n l 0 , 1^
0 ,0 125 ^Lg/nl 0 ,0 5 8
0,00625 ^.g/nl 0 ,0 3 0
0 pg/ml 0 ,0 0 2

——-............ -" -..-.........  &
A p a r tir  de los valores do medición que proc.odon 

se  prepara una curva ostandard.
Se repito o l mátodo anterior oon las muestras
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5.

-,

15.

20.

25.

do^onocidas y los valores do medición do esto modo obtenidos 
so comparan con la curva ogtandaid do poroxidasa para de­
terminar ol contenido de poroxidasa.
EJEMPio 2¡

Para determinar o l contenido do CHA, so incuban 
muestras oon antisuero CEA canino a la. tomporatura dol 
ambiento duranto 24 horas on un tampón do borato do pH 
8 , 4. A continuación so adiciona a esta  mezcla una canti­
dad determinada do poroxidasa do rábano CEA do mama 
(POD) y so incuba la  mezcla obtenida a. la  tomporatura 
dol ambiento y on la obscuridad duranto 16 horas.

Se adiciona ahora la  solución rosultanto a in -  
munoglobulina de oabra anti-canina quo so enlaza a un cuer­
po sólido. Dospuós do 30 minutos so sopara la  fase sólida 
de la  fase líquida y se determina la actividad de poroxidasa 
en la  solución sobrenadante oomo sigue:

Se mezcla 1,0 cc de solución de prueba. (0,2 
mmol/l de tampón fosfato de pH 7*25 con 50 rnmol/l de 
fenol, 4 mmol/l de 4-aminoantipirina y 1,6  mmol/l de 
peróxido de hidrógeno) con 1,0  cc de solución sobrenadante.
A oontinuacion se determina fotomátricamente a 492 nrn _ 
la  diferencia do extinción por unidad de tiempo a 37SCÜ

El contenido de CEA en la  muestra se calcula 
utilizando una curva estandard de CEA que se prepara 
después de llevar a cabo e l  método anterior con soluciones 
ostandaxd de contenido do CEA apiopiado.

REIVINDICACIONES
Desoiito o l objeto del presente invento se decía-
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ran nuevas y de propia invención las  siguientes reivindica­
ciones.

1 . Un método para la  determinación de peroxida- 
sa en una muestra y fisiológica cuyo método comprende mez- 

5. c ia r  la muestra, en un tampón que proporcione un valor pH 
de 3 a 10,5 y con un substrato para la peroxidasa, con una 
mezcla de uno o mas compuestos do la  fórmula general

10 <

en donde
15. R

OR

( I )

representa un átomo de hidrógeno o do metal alcalino
y , , . '

R ,̂ Rp, Ry R̂  y represontan, cada uno, un átomo
de hidrógono, bromo o oloro o un grupo n itro , 
alquílioo in fe rio r o oarboxilico,

20. y oon 4-aminoantipirina, incubar la  mezcla resultante a 
una temperatura comprendida entre 10SC y 60SC y dotorminar 
o l contenido do peroxidasa presento en la  muestra midien­
do e l aumento do intonsidad do color por intórvalo do tiem­
po.

25. 2. Un método, do conformidad con la  reivindi­
cación 1, caracterizado porque e l valor pH ostá preferentemen­
te  comprendido ontro 6,5 y 7,5.

3. Un método, do conformidad con la  reivindica­
ción 1 o 2, caractorizado porque la concentración do tampón
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osta comprendida ontre 50 y 300 mmol/L.
4. Un método , do conformidad con la  reivindica­

ción 1 , 2 o 3 , caracterizado porquo ol tampón os un tam­
pón do fosfato.

^  5. Un método; do conformidad oon cualquiera do
las reivindicaciones 1 a 4 inclusivos, caracterizado por­
que ol substrato para la  poroxidasa os poroxido do hidrúgo 
no.

6 . Un método, do conformidad con la  reivindi­
co. caoión 5 , caracterizado porque la  concentración do peró­

xido do hidrógeno está  comprendida entre 0,05 y 10 mmol/l.
7. Un método, do conformidad con la. reivindi­

cación 6, caracterizado porqno la concentración do pe­
róxido de hidrógono ostá proforOntomonto comprendida entre

15. 0 ,2  y 1 mmol/l.
8 . Un método, do conformidad con cualquiora 

do las reivindicaciones 1 a 7 inclusives, caracterizado 
porquo la  concentración do compuestos do la  fromal§ I  
está comprendida entro 1 y 200 mmol/li

20. 9. Un método, do conformidad con la  reivindi­
cación 8 , caracterizado porquo la  concontraciónalo compues­
tos do la  fórmula I  ostá pieforontomento comprendida ontre 
10 y 50 mmol/l'.

10. Un método, do conformidad con cualquiera 
25. do las reivindicaciones 1 a 9 , inclusivo, caracterizado

porquo so u tiliz a  fonal on calidad dol compuesto do la  
fórmula I .

11. Un método, do conformidad oon cualquiora 
do las reivindicaciones 1 a 10, inclusivo, caracterizado
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10.

15.

30.

porquo la  conáontraoíón do 4-aminoantipirina está  oom- 
prendida ontro 0 ,1  y 10 mmol/l.

12. Un mótodo, do conformidad oom la  reivindi­
cación 11, caracterizado porquo la  concentración do 4-amí- 
noantipirina está preferentemente comprendida entre 1 y 3 
mmol/l.*

13. Un mátodo, de conformidad con cualquiera 
de las reivindicaciones 1 a 12, inclusive, caracterizado 
porque la  incubación se lleva a cabo a una temperatura 
comprendida entre 252c y40SC.

14. Un mótodo, de oonforoidad con cualquiera 
de las reivindicaciones 1 a 13 inclusives, caracterizado 
porque la  peroxidasa que ha de determinarse se enlaza
a un material inmuno lógicamente activo.

1 5 . Un mótodo, de conformidad con la  reivindi­
cación 14* caracterizado porque e l  material inmunológicamente 
activo es e l  antigeno CEA.

16. Un mótodo, para laúdeterminación de pero­
xidasa en una muestra fisio lógica.

Según se describe y reivindica en la presente 
memoria descriptiva que consta de 14 páginas foliadas y 
esoritas a máquina por una sola de sus caras.
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