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La determinacidn de la urea en liquidos corporales
tiene gran importancia para diagnosticar y controlar el trans
curso de enfermedades de los riﬁonesf Ya de§d§ hace muchn.-
tiempo se dispone para ello deitﬁda.una serieﬁde-prodsdimiqg
tos de analisis quimicos en himedo, que se basan en los si-
guientes priﬁcipios: en el caso de un método diréctu se ha-
ce reaccionar urea con diacetilmonoxima_ y se mide fotometri
cameﬁte la absorcidn del compuesto que se acaba de formar.-
Otros métodos modernos disponen una etapa enzimdtica antes de
la resccién colorimétrica y mediante la enzima ureasa descom
ponen la ﬁraa para formar carbonato de amonio. A continuacidn
el amoniaco es hecho reaccionar por sjemplo segin la conccida
reaccidn calo;imétrica de Nessler o es transformado, de acuer
do con Berthelot, con fenol/hipoclorito en un indofenol colc
reado. La extincidn de los productos de reaccidn coloreados,
resultantes en cada,caso es finalmente la meéida de la'can-

tidad de urea originalmente presente.

Estos procedimientos tienen en si una exactitud sy

- ficiente, pero exigen caros fotdmetros Yy personal adiestra-

do con suficiente experiencia para pipetear exactamente y ma
nipular con reactivos en parte poco estasbles y corrosivos.,
Dado que estos procedimientos no pueden aplicarse para sangre
completa, se necesitan dispasiciones adicionales de laborato-
rio para la obtencidn de suero o plasma.

Especialmente en casos de emergencia, por ejemplo
en 8l casoc de un coma urémico, es indispensable, para las =

medidas terapéuticas a iniciar, obtener en tiempo brevisimo-
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un resultado del andlisis lo més exacto qus sea posible., For

lo tanto no faltaron extensos intentos de desarfollar, tam-~
. ,.‘.-;Z'<," . L. . -

bién' parg ls determinacidn dssurEb #n}{quidas cozporales,

o . ® RS
.

métodos qué hicieran posible obtener dentro de un Brevisimo
tiempo un resultado del andlisis bien utilizable como diagnds
tico.

Debido & la sencillez de la manipulscién, al tiem-
po de reaccidn en parte més ébrés y a la poéibilidad de uti-
lizacidn junto al lecho del enfermo y en un caso de emergen~
cia y de utilizacidn por parte de personal no adiestrado o -
pos se han impuesto medios de ensayo répido en forma de ﬁiras

de ensaya,

Un medio de ensayo rapido para la detarminaciéﬁ:dé
urea en liquidos corporales, tales como sangre, éﬁero y Plas
ma, ss dearribe en la DE-AS 12 40 306. En =ste caso uressa,
un indicadur de pH, un tampon y substancias auxiiiares éad:j
impregnados conjuntamente sobre un papel. Al apiicar pof'ggz
tas un liguido corporal la ures con reaccidn neutra, alliifj
contenida, es desdobledes para formar carbonato de amonio, -
que reacciona de modo alcalino. La modificacidn del pH es in
dicada mediants uné modificacién de color del indicador de
pH, y el contenido de urea de la muestra puede ser estimado
mediante comparacidn con colores comparativos, A pssar de al
gunas ventajas - taleg como sencilla manipulaciﬁn y corto -~

tiempo de reaccidn - esta tira de ensayo, & causa de su color

de reaccidn diferenciable sélo can dificultad y a causa ds la
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clara influencia del equilibrio de &cidos-bases del liquido
corporal sobre el color de la reaccién,'sélo puede utilizar-
se para ééﬁiméciﬁn?sAorientativaé. » A

El problema de la dapeﬁﬂéﬁgia‘con respecto al equi
librio de &cidos-bases del liquidoc corporal fue resuelto con
una tira de ensayo, descrita en la DE-AS 12 45 619, en la -
cual una tira de papel absorﬁbntg es impregnada'de forma -
yuxtapueéta una junto & otra Eén tres snlucinﬁes di;erentesh
En esta tira de ensayo la solucién que contiene urea se absoy
be primeramente en una zona de ensayo que contiene ureasa y
la urea es hecha:reaccionar all{ para formar carbonato de .;
amonio. Medisnte fuerzas capilarss la solucifn es transferi-
da luego a una zona de -ensayo alcalina, cnhtigua, que pong en
libertad amoniaco gaseoso & partir del carbonato de amorio,
el cual emoniaco pasa a través del espacio de gas, que rodea
a la tire de ensayo, a una tercerg zpna de ensayo y colaorea
al indicador de pH que se halla sobre ella de modo correg- -
pondiente a la concentrécién de la urea. Mediente una zona -
hidrdfoba de aproximadamente 2 mm de anchura entre la segun-
da zona de ensayo y la tercera zona de engsyo se impide un =
treslado de le solucifn alcalina, Daéo que de =ste modo sdlo
pasa al tercer campo de ensayo amoniaco gaseoso, no pertur-
ban otras bases o &cidas. Ademés, mediante temponamiento se
puede ajustar el primer campo de ensayo & un valor de pH ép
timo.para la ureasa, siempre que la alcslinizacidn sobre la
segunda zona de ensayo sea suficients para poner en libertad

cuantitativamente el amoniaco.
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A pesar de los resultados bien aprovechables como
diagndstico, esta tira de ensayo posee unas serie ds desventg
jas. La determinacidn puede llevarse. a cabo sflo con suero o
plasma pero no con sangre, dado que los glébulos sanguineos
perturban la cromatografia. Esto presupone una centrifuga-
cién de la sangre, es decir la cantidad necesaria de muestra
es grande y sflo puede ser obtenida por el médico o por per-
sonal correspondientemente bien adiestrado. Con el fin de ha
cer reproducible la transferencia del amoniaco & través del
espacio gaseoso, la tira de ensayo debe ademds de ello ser
colgada dentro de una cémara de reaccidn especial y debe ser
fijada con exactitud con relacion a la muestra durante el pg
riodo de reaccién. Para la cromatogréfie en las zonas de en-
sayo 1 y 2, y especialmente para la difusidn del amdniaco ¢
través del espacio gaseoso se necesita un tiempo de reaccidn
de 30 minutos, por lo cual estas tiras de ensayo apenas pue-
den ser désignedas todavia como medio de ensayo rapido.

En la DE-AS 22 49 647 se describe una tira de en-
sayo constituida de modo similar, la cual tiene algunas meig
ras constructivas. Con slla se pueden realizar tambien deter
minacianes en sangre completa. También ests tira de ensayo -
exige, sin embargo, en el caso normal un tiempo de reaccidn
de 30 minutos y necesita de una camara de reaccidn.

Otra desventaja de las dos tiras de ensayo antes -
mencionadas consiste en que la concentracidn de ls urea ge
efectia mediante una medicidn visual de longitudes de ls zZp

na extendida y desplegada de papel indicador con su zona li
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mite difuminada, que es dificil de evaluar, y no se puede lle
var a cabo mediante la medicidn visual o precisa de la inten-
sidad de color con un fotdmetro de remisidn, | . e

En la DE-0S 26 26 367 se describe un dispositivo
con variss capas situadas una sobre otra. Para la deteccidn
de urea éstas consisten en una capa que contiene uyreasa y en
una capa que contiene un tampdn alcalino, y en yna capa indi
cadora que detecta amoniaco gaseosa. Con el fin‘de impedir
que desde la capa de ureasa, aparte del amoniaco gaseoso, se
difunda hacia la zona indicadora de un modo indiseable tam-
bién liquido de muestra, la caps de ureasa y la caps indica
dora que se encuentra debajo deben ser separadss mediantc una
palicula hidréfoba, permeable a las gases, 0 la capa indica-
dora debe ser estructurada como pelicula hidrdfoba. La cupe
indicadora coloreada con intensidad diversa dependiendo del
contenido de urea de la muestra, es medida mediante fotome-
tria por remisién a través de la limina de soporte, y de esta
manera se determina la concentracidn de la urea.

Con el fin de llegar a tiempos de reaccidn de apig
ximadamente 10 minutos, este dispositive de ensayo, a causa
de la impermeabilidad relativamente elevada de la capa sepa
radora, debe ser incubado a 40-50°C, Por causa del gasto en
aparatos ligado con ello, na es posible emplear este disposi
tivo de ensayo como medioc de ensayo répido.

Todas las tiras de ensayo hasta ahora conocidas pa
ra la determinacidn de urea tienen por consiguiente todavia

defectos esenciales. Estaba pendiente por lo tanto para el
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presente invento: la.misidn: de dasarrollar,upar;¥i§¢dutec-

cién de urea en liquidos corporales,quhautéré;dg;Qnggy@ ques

- sea de manipulacidn sencilla.y se contente sin cémaras de.
ruacciﬁngqq;:}qnales{ » SO wonﬁ‘iiésqgggé ua;i.

- permita una determinacién de urea no séloagn'éUQ;pwn:plasma,

sino también en, pequefias cantidadeg de sangrs completa;

~ a la tamperatura'ambiente,necesite un tiumpovda3reaccién

.

como: méximo- 10 minutos, y prefariblemente~darélradedar de -

5 minutos; .

~ proporcione resultedos semicuantitativos. en :el ‘caso’de ob-

servacidn y evaluacidn visualjp . v 10 fued tmd £

- en 8l caso de:evaluacidn: medianta fotometria por‘remisidn

> Kl

haga poaibla.una.detsrminaciﬁn*cuantitativa*de”lé?grea.,'w

‘e s 2

¢ La misién planteadarfue‘raaUeIta?po£2dhﬂmédinfdéa;
- 2 4

G

un procedimiento:para la preperaci&n'de~un*madio?dajdiagnos:

tico descrito en las reivindicaciones de>la bresénfa‘patant&.

PRI

Ademas de,ellq,;con tiras de-ensayo obtenides: por!eliprocedj-

A

miento reivindicade que trabajan segdn esta;principio-puqden

detectarse y determinarse de modowcuanfitativo;ﬁ#in embargo,
también el amoniaco-propiamante;dichUﬂqsivquorgaieanda ;ﬁé;'
niaco y-substratos:que:reaccionan conrformuéiéﬁ?dajﬁhoniéco,
empleando 8n lugar de.la ureasa reactivos quﬁ?iéac;iﬁnah con
el purﬁinenta substrato- con formaciénﬁdewahdhiabdﬁdAfmodo'da
sjemplu:sa'msn;ionarén.las‘aiguientesfcdmbiﬁécidhaé de subé-‘
trato/reactivot; .o S R A “H.?“ﬂf¥

‘ SRWLOGHER T X0

Urea/ureasa; - = i oo ¢ anToeu Y wmjua

creatinina/creatinindesiminasa; & wob CapeuTNg R AITE

-
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aminodcido/aminodcido-deshidrogenass;
aminoécidn/aminoécidn-oxidasa;.
aminoécido/gminnécido-deshidra%asa:
aminoécido/amonio-liasa;
amina/amino-oxidasa;
diemina/aminc-oxidasa;

glucosa/fosforoamidatohexosofosforotransferasa y fosforamidato;

Y
.

ADP/carbsmatoquinasa j carbamoilfosfato;
amida de ééido/amidohidrolasa;
nuclecbase/desaminasa;
nucledsido/desaminasa; y
nucléétido/desaminasa. i

‘E1l invento estd caracterizado por el hecho de éhei
una capa de reaccidn que forma amoniaco y ﬁua al mismo tiem-
po desprende amoniaco es fijada a una distancie pequeﬁa,‘pe—
ro_reproducible con exactitud, sobre una capa indicadora, sin
,que~gaﬁimpida la libre difusidn del ameniaco por medio ce ps
licula;, capas, etc. Una libre difusidn y una pequefa distan
cia son condiciones previas para obtener un corto tiempe. de.
reaccifn. S56lo con una distancia de ambas capas, exactamente
reproducible incluso en el caso de'fabricpcién a escala téc-
nica, una de estas tiras de ensayo pueds satisfacer requisi
tos cuantitétivos.

Tal como se muQstra en la figurs 1, la tira de en~
sayo-contiene una capa indicadara l, la cusl consiste prefe-
riblemente en un soporte absorbente; par ejemplo pépal; un

material sintético poroso etc., y contiene una mezcla de reac
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fivos, cuyas propiedades fotomdtrices de remisidn sa modifi;
can escdonadamente en funcion de la cantidad de amoﬁiaqo, al
actuar amoniaco gaseoso. Preferiblements, la'caha ihdicadora
contiene hh’apropiado indicador de pH, prgfepip;a@ﬁntu de la
gerie de las tetranitrodifenilmetil-piridines (segin la soli-
citud de patente presentada al mismo tiempo P

nimero intufnn 2209) y un tampén tal Eqmo>por ejamplo tampdn
de citrato, tartmto y malonato, pero t;ﬁbién tampones poli-
meros tales como por ajémpln poliacrilatos o polimatacri;atoa

o sus copolimeros u otros polimeros que contangan'grqpoa caxr

baoxilo.

Sobre la capa indicadora 1 ga cnlocalun}distaﬁ;éé;
dor 2 el cual se caracteriza tanto por un aapesor’ccnataﬁks‘
de aproximadamente 10-200 p como también por una suparfipigj
de sgujeros abiertos conetanfa, de por lo menas 25%. Est;‘—‘
puade congistir por esjemplo en redes tejidas en telar D‘EB;
punto o léminas agujeréadas, hidrofobizadas, qua.cqmpleni;os
precedentes requisitos., De modo preferibls se utiliza un;g;f
jido de telar.hidrofobizado. Tales redes eoniconAcidaa, ?qr:
ejemplo, como tejidos de telar para serigrafia qvgésé de l-
Miller,

Como lémina agujereéda se puede saleccibnaf una 18
mina con muchos agujerocs relativamente peqﬁeﬁoa, que énton-
ces corresponde pricticamente a las redes tejidas én taiar,

pero también se puede utilizar una lémina que tenga sélo un

gran agujero exactamente sobre el centro de la zona de ensa-

yo. A



lo

15

20

25

-Sobre el distanciador 2 se encusntra la capa ds reac

cibn 3, que consiste preferiblemente en un soporte absorben-

- te, por ejemplo bapel. Eate cantiene laa'raéCtiVos que forman

amonfaco, “in tampdn alcalino, por ejemplo etilendieminotetras

"eceteto (EDTA), tris{hidroximetil)aminometano (TRIS) o fosfato,

de pH 7-9,5, prafaribleménte tampon TRIS de pH 8,5 y substan
cias auxiliares, por ejempio agentes humectantes y estabili-
zadores, |

La capa de rgaccién es retenida fijamente de modo
preferible con una red 4 (tejido de telar, tsjido de punto,
etc.) de acuerdﬁ'con la DE-AS 21 1B 455, perc también puede
estaf fijamente pﬁgada o adyacentemente sellada, de mndoiésual,
sobre ei distanciador. ’

Para la determinacidn de un substratﬁ, la capa de -
reaccidn es cargada con una gota de liquido de emsayo. Con
el fin de impedir un desprendimiento del amoniaco hacia arri-
ba, el lado superior de la caﬁa de reaccidn puede ser cerrs-
do convenientemente con una-capa de cubierta, por ejemplo ﬁna
etiqueta adhesiva, u otro elemento.

Después de un tiempo de reaccidn ds 2-10 minutde,
nqrmalmante 5=7 minutos, se retiran la capa de reaccidn y el
distanciador. La colbracién de la capa indicadcra liberada -
de este modo es medida cuantitativamente con un fotdmetro de
remiéiﬁn, o semicuantitativamente mediante comparacidn visual
con colores cqmparativos. : .

El presente invento es explicado sequidamente con

mayor detalle en los siguientes ejemplos:



10

15

20

25

Ejemplo 1 - Deteccidn cuantitativa de ures sn suero

a) Papel con uresssa
Un papel de fi;xro es impregnado con una aolqcién de
la siguiente composicidn, es secaddwyuiﬁdg& Edftéﬂa en forma

de cintas de 6 mm de anchura,

Ureasa (5 U/mg) 6g
Ditioeritrita : '_ 0,1 g

Tampén TRIS,HCL 0,3 m pH 8,5 100 ml

b) Paepel irdicadar
Un papel de filtro es impregnado con unae splucidn
de la siguiente composicién, es secado y también cortado . en,

forma de tires de 6 mm de anchura.

Cloruro de N-(bis~(2,4~dinitrofe ) L
nil)=metil)-4-ter,butil-piridinio =~ 0,39 ¢ = =,
Etilenglicolmonometiléter 42 m o

Tampén de malonato de sodio C -
0,25 m pH 2,8 4w

c) Distancisdor o
Un tejido de telar para serig;afia»hidrﬁfﬁbizéﬁq.%

con resina de silicona, con ‘un eapeao:rdé hilaa Je-aproxiy@;
damente 100 p y.con una supexrficie de agujero§>§5i;rtda de al
rededor de 35%, es cortads en forma de ;intaékde 25 a 40 mm
de anchura,. | | H
d) Red de cubierta

. Una red de Nylon hidrdfila con Qn espesor de ap?n;
ximadamente €0 p, un espesor de hilos db'4b>F, y pnﬁ superfi

cie de agujeros libres aproximadamente 65%, ms cé;tada.en foxr

ma de cintas de 15 mm de anchura.
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e) Lémina

Como l&mina de soporte y asidsro se utiliza una -
cinta de 60 a IDD'mm de anchura, con un espeani de aproxima-
damente 0,2 - 0,3 mm, a base de %émiqf_ggppoliéster recubier-
ta con pegamento por fusidn.

Preparacidn de la tirs de ensayo

El papel con ureasa (3), el papel indicador (1) y
el distanciador (2) son sellados juntamente con una red (4)
que cubre al papel con ureasa, segin se muestra en la fiéura

l, sobre el extremo de la ldmina (5) de 6«10 em de anchura,

que estd cubierta con pegamsnto por fusién, y la cinta resul

-~

tante es cortada con tiras de 6 mm de anchura, de'manergfqug
resultan zonas de ensayo de 6 x 6 mm junto a un asidero ﬁe 6
a 10 cm de longitud.

" Sobre una de tales tiras se aplican por.gotaa éﬁbra
la red de cubierta 10 pl de suero, y se la cierrs con una -
etiqueta adhesiva, Después de un tiempo de reaccidn de-ijif
nutos se retiran el papel con ureasa’'y la red de cubierts jun
tamente con la capa separadora. La coloracidn de la capa indi
cadora es medida desde arriba con un fotdmetro de remisiédn,
Dependiendo de la concentracidn dq uréa,sa obtienen los si-

guientes valores de medicidn:

mg de urea/l00 Seffal de medicidn (fracciones de escala)
ml de suero % 1 s valor promedio de 10 valores
20 12,9 + 0,75
40 27,5 % 1,5
60 | 46,1 + 1,9
80 . ' 61,5 + 1,4
w0 69,0 + 0,4
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mg de urea/100 Sefal de medicidn (fracciones dm escala)
ml de suero . + 1 s valor promedio de 10 valores

150 - 77,2 £ 0,5

200 . 79,4 +-0,5
Ejemplo 2

Deteccifn cuantitativa de urea en sangre

a) Papel con ureasa véase Ejemplo 1

b) Papel indicador

Un papel de filtro es impregnade con una solucidn

de la siguiente composicidn, y es secado.,

Cloruro de N~(bis-(2,4-dinitrofanil) '
-metil)=4~-ter,-butil-piridino 0,44 g

Etilenglicolmonometileter 40 m)
Poliacrilate (Acrytex SL a6s"

de la firma R&hm) 6 g
Agua ' 60 ml

c) Distsnciador
Lamina de polipropilenc de 20 y de espesor con. 35~

45% de superficie de agujeros abiertos,

d) Red de cubierts véase Ejemplo 1

e) Lémina véase Ejemplo 1
El tratamiento y la determinacidn de la urea se lle
van a cabo coma en el Ejemplo 1, (pexo utilizande AEDTA-plag

mas de sangre) obteniéndase los siguientes valores:
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.mg de ursa/100 SeXal de medicidén (fraccionss de es-
ml de plasma cala) + 1 s velores promedios de 10
' valores.
20 11,6 + 0,6
40 23,0 1,3
60 41,2 1,9
80 56,7

o
wm

100 66,4
150 75,3
200 - 78,2

I+ I+ I+ 1+ I+ I+ 14+
o =
- -
o w

o
E=

Ejemplo 3
Deteccidén semicuantitativa de urea en sangre

a) Papel con ureasa

véase Ejemplo 1.
b) Papel indicador
Un papel de filtro es impregnado con una solucisn

de la siguiente composicidn, y es secado a 702C,

Azul de bromofenoi 0,1 g
Etilenglicolmonometiléter 9 ml
Acido tartérico 0,4 g
Agua‘ 21 ml

c¢) Distanciador

|

Un velo de poliamida aprestads ds modo hidréfobo -

con resina de silicona, espesor aproximadamente BD-F.

d) Red de cubierta
véase Ejemplo 1
Tratamiento véase Ejemplo 1
Para la detsrminacidn de Qrea en sangre complsta gm

aplica una gota de sangre. Después de un tiempo de reaccidn
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de 7 minutos resultan, dependiendo del contenido de urea, co

lores

20
40
60
80
100
150

200

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

de reaccidn bien diferentes visualmente,

de urea/100 ml de sangre
de urea/lUD‘ml de sangre
de urea/1l00 ml de sangre
de urea/100 m1¢de sangre
de urea/100 ml de sangre

de urea/100 ml de sangre

de urma/100 ml de sangre

Ejemplo 4

Deteceidn cuantitetiva de creatinins en susro o en sangre
a) Papel con creantinin-desiminasa

Un papel de filtro es impregnadoc con una solucidn

amarillo
verdoso-amarillo
verde amarillo
verde

verde azul

azul verdoso

azul

de la siguiente composicidn, es secado y luego cortado en c&ip.

tas de 6 mm de enchura,

Creatinin-desiminasa
Ditioeritrita

Tampdn TRIS.HCl 0,3 m pH 8,5

b) Cepa indicadora

Una masa con la siguiente composicién extendida cg

2000 U
0,1 g

100 ml

mo recubrimiento en un espesor de 0,1 mm sobre una lamina de

policarbonato, se seca y se corta en cintas de 6 mm ds anchu-

Ira.

Cloruro de N-(bis-2,4-dinitrofg
nil)~metil)~4-terbutilpiridinio

Hidroéfpropilcelulosa Culminal
PK 82% (Henkel)

Agua

HC1 0,01 n

0,15 g

0,18 g
30 ml
1,5 ml
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c) Digtanciador

Un tejido de telar para segpigrafia hidrofobizado -
con resina de silicona, con un espesor de hilos de aprdxima—
damente 100 p y con una superficie de aéujeros ahigrtos de -
aproximadamenfe 35% es cortada en forma de cintas de 25-40 mm
de anchura.

d) Red de cubierta : »

Una red de Nylon hidré%ila con un espesor de. aprg
ximadamente 60 s un espesor dé hilos de 40 p, una superficie
de agujeros libres de sproximadamente 65%, es corteda en for-
ma de cintas de 15 mm de anchura,

e) Liminas

Como lémina de soporte y asidero se utiliza una --

cinta de 60-100 mm de anchura y sproximadamente 0,2-0,3 ma ce
" sspesor a hage de l&mina de poliéster recubierta con pégamen-

to por fusiédn.

Pr?garacién de la_tira de ensavo

El papel con creatinin-desiminasa (3), la capa in-
dicadora (1) y el distanciador (2) son sellados juntamente
con una red (4) que cubre al papel con creatinin-desaminasa;
tal como se muestra en el Ejemplo 1, sobre el extremo de la
lémina (5) de 6-10 em de anchura recubierta con un pegamento
por fusién;vy la cinta resultante es cortada en forme de ti-
ras de 6 mm de anchura, de menera que resultan zonas de ensa
yo de 6 x 6 mm junto a un asidero de 6=-10 cm de longitud.

Une de tales tiras es sometides a aplicacidn por gg

tas sobre la red de cubidrte de 10 pl de suero y es cerrada
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con una etiquets adhesiva. Dgspués de un tiempo de raaccién
de 7 minutos se retiran el papel cén creatiﬁinedaaiminaaa'y
la red de cubierta juntamente cen la cap;'seppradora. La colg
racidn de la capa indicaddfa ea.madida desde arriba con.UH
fotdmetro de remisién., Dependiendo de la concentracién de crea

tinina se obtienen los siguientes valores de medicidns

mg de creatinina/100 ml : Sefial de'mediqién {fraccio~-
‘nes de escala)

28
a7
47 .
60 C
68 ' '
73
76
78
80
82
.83
84

R 4

O O 4 O ow N = O o

[
o

Las‘concgntraciones de creatinina detaiminadas dq:.
esta manera estdn falseadas de manera natural todavia por'ei.
amoniaco también existente en el suera. Se obtienen los valé
res reales de creatinina si se retiran las concentiraciones de
amoniaco segin el Ejemplo 5 o se elimina el amaniaco desds
el suero mediante medidas aprapiadas (por ejemplo intercambig

dores de iones) antes de la medicidn.

Observaciones

El falseamiento por NH, tiene importancia sdlo en
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el caso de la determinacién de creatinina, pero no en el caso

de la determinacidn de urea segin los Ejemplos 1 y 2, a saber

a causa de la prUpurcién;;$§ fé;orable de los valq&ké norma-
les presentes en el suerogb B

NH3 : 0,016 - 0,038 Tilimules/litro;

creatinina :+ 0,044 -~ 0,097 milimoles/litro;

Urea 3,5 =~ 8,3 milimoles/litra.

iemplo 5

Deteccidn cusntitetive de smonisco en suero o sangre

a) Papel gue desprende amoniaco

Un papel de filtro es impregnado con una solucifin
acuosa de tampon TRIS-HC1 0,3 m de pH 9, es secado y luege -
cortado en forma de cintas de 6 mm de anchura.

h) - €) anélogamenfe al Ejemplo 4

La preparacidén y la utilizacidn de la tira de ensa
yo agsimismo de modo anéloéo al Ejemplo 4.

Dependiendo de la concentracién de amoniaco, se .

obtienen los siguientes valores de medicidn:

pg de NH3/100 ml Seffal de medicidn (fracciones ce
escala)
0 27
50 4]
100 50
150 54
200 59
300 65
600 75

1500 : 85
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- REIVINDICACIONES -

N “

l.- Procedimiento péra la prebaracién'de un medioc de
diagnostico para la determinacién de amoniaco o de substratos
que rsaccionan con formacidn dé aﬁahiacd, que consta de un -
agidero, de una capa indicadora para amoniaco gasenso fijada
sobre éste y una capa de resccidn que contiens un tampén al-
calino, la cual eventualmentie contiene de manera adicional -
reactivos que reaccionan con él substrato con formacidn da -
amoniaco, caracterizado porque la capa indicadora estéd fija-
mente unida con el asidero y ademés de ello la cepa de reac-
cién estd dispuesta a una distancia de 10-200 p mediante un
distanciador, y porque el distasnciador y la capa de reacéiéﬁ
pueden ser desprandidoé fécilmente de la capa indicadora,

2,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, cara$t§
rizado porque el distanciador es una red tejida en telar o

de punto o una lémina agujereada con un espesor de 10-200 p

y una superficie de agujeros libres de por lo menos 25%,

3.~ Procedi miento segln las reivindicaciones ante;ié;-
res, caracterizado porque la capa de reaccidn estd fijada a‘
sobre el asidero mediants una capa de cubierta hidrédfila, ?‘.
permeable a los liquidca, preferiblemente por una red tejida
en telar o de.punto.

4,- Procedimienfo segln las reivindicaciones anterig
res, caracterizado porque el esidero consta de una lémina de
material sintético,

5,~ Procedimiento segdn las reivindicaciones anterig

res, caracterizado porque el substrato es ures y el reactivo
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que reacciona con esta es ureasa y cuando el substrato es crea
tinina el reactivo que reaccionsa cdnﬁﬁsfa es cteatinin-desimi
nasa. .
6.- Procedimiento seglin Iésiréivindicaciunea anterig
res, caracterizado porque la capa de reaccidn contisne de mg
do adicional agentes humectantes o estabilizadores,
7:~ "PROCEDIMIENTO PARA LA’PREPARACIDN DE UN MEDIO DE

DIAGNOSTICO PARA LA DETERMINACION DE AMDN&ACU 0 DE SUBSTRATODS

QUE REACCIONAN CON FORMACION DE AMONIACD",

Tal como se describe y reivindica en la presente Memg
ria Descriptiva que consta de diecinueve hojas escritas a mi

quina por una sola cares y de sus correspondientas dibujos.

Madrid, {6 F0 1979
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