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| sangre se'expresa, normalmente, en términos de nitrdgeno de

Hoja nim. 1

FUNDAMENTO DE LA INVENGION

1. Campo de la invencidn

Esta invencién se refiere = la determinaciéh
del contenido de urea de fluidos y de soluciones acuosas y;
més en particular, a medios y métodos de ensayo pafa me jorar
la estabilided de los andlisis colorimétricos, paré la de~

terminacidn répida y exacta de urea.

2. Descripeidn de la técnica anterior.

La urea es un producto final principal del
metabolismo protefnico en el cuerpo humano. La concentracién
de urea en sangre constituye, por consiguiente, un indica-~ .
dor de la funcidn renal. La elevacién de la concentracidn
de ureé en sangre significa una funeibn renal inadecuada.
Gomo las sustancias t6éxicas son retenidas en la sangre en
una proporcién aproximada al nivel de urea, un nivel aito
de nitrégeno no proteinico o de nitrégeno de urea en séngre
constituye motivo de preocupacién para wn médico.

7 Una de las causas mis comunes de los valores
altos de urea en sangre (uremia) es un trastorno renal, que
puede ser agudo o crénico. Cualguiera de las enfermedades
inflamatorias, degenerativas, congénitas o neoplésicas, que
afectan al rifibn, vueden provocar urémia, ¥ el grado de ure
mia proporciona un indice aproximado de la gravedad del esH

tado existente.

En la préctica, la concentracién de urea en

urea en sangre (NUS). Este valor de NUS representa la canti
dad de nitrégeno presente en forma de urea y es anroximada-
mente la mitad del valor total de urea. Cuando se ha deter-

minado bien sea el wvalor de urea o el valor de nitrégeno, ¢l
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otro valor puede calculerse a partir del primero;

El intervalo normal de valores NUS en los in
dividuos, varia entre 5 y 20 miligramos por ciento (mg%).
Ordinarismente, no se da importancia & los valpres inferio-
reg. Sin embargo, lag elevaciones de los valores de NUS in=-
dican, generalmente, la presencia de un estado aﬁormal. La
causa més comin de aumento del nitrégeno de urea en sangre
es una excrecién inadecusdsa, debide usualmente & un trastor

no renal o a una obstruccién de las vias urinarias. Por éjég

T

plo, en la nefritis aguda, el nivel de NUS puede variar en-
tre 25 miligremos por clento hasta un velor tan alto como’ de¢
160 miligremos por ciento. La retencibén de urea elevada ge

produce también en la destruccién parenquimatosa extensé'de]

[
tejido del rifién, como en la pielonefritis, en la nefroescli

rosis avangade, en la tuberculosis renal, en la necrosis co
tical renal, en la malignidad renal, en la supuracién repal
o en la gota crénica. Aunque los valores de NUS pueden aumen
tar hasta valores tan elevados como de 400 mg %, éstos no
exceden usualmente de 200 mg %.

o Por lo tanto, existe una necesidad en el sec
‘tor médico, actualmente, de disponer de una técnica analiti
ca répida y exacta, para la determinacién del NUS. Anterior
mente, se han utilizado métodos quimicos pbr via himeda, en
gorrogog para efectuar dicho andlisis. Se han uwtilizado también
otros métodos, tales como métodos por conductividad, téeni-
cas espectrofotométricas y técnicas colorimétricas. Aungue
estos métodos son generalmente exactos, las téenicas tien—
den a ser algo lentes de réalizacién y pueden requerir umna
interpretacién cuidadosa.

En el método quizé el més cominmente utiliza
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frese.

do, para la determinacién de urea en fluidos bioldgicos, la
unea se hidroliza a carbonato aménico, por medio de la enzi
ma ureasa, en presencia de una soluecién tamwén. La cantidad
de amoniaco liberada se determina colorimétricamente. Este
primer método es muy esvecifico y sensible, pero tiene la
’desventajé de la inhibicién e inactivacién de 1a‘ureasa, el
problema de la estarilidad del reactivo y una desventaja 2dl
dional, debida a que el método determina amoniaco endbégeno.

0tro procedimicnto wtiliz

]

. 1o hiGrélisis con ureaca y re-—
guiere un aparato esnccial, del gue no siempre ce Gismone.
en el laboratorio de rutina. Todovia otro procedimiento em-

»

plea la reaccidn colorimétrica directa de la urea en un I%

trado libre de protefnas, con un reactivo orgdnico, tal co-

mo discetilmonoxima. La reaccidn el diacetilo tiene las deg

venﬁajas de que el color »nrofucido es inestable, gue los cot
lores se desarrollan a unos 952C, y que el diacebilo void-
$i1l tiene un olor cue es.desagraaable, nor lo nenos, para
algwnds individuos,

Bn la patente de Bstodos Unidos Ne 4.074.972§

cedido a American Honitor Cowmoration, se describe una de-
terainacibn de urea en nmedio licuido, cue implica una reac-
cibn entre win muestra e fluido biolégico ¥y una solucidn

reuctivo decida de aldehido orto-fidlico y 3=(4~amino-l-moti

—p=

~butil-anino)-6-metoxiguinoleina. En ella no existe ninsuna
ensefianga ni ninguna sugerencia sobre la incorporacidn de 1lp
solucibn reactivo 2 un medio de ensayo, tal como una matriy
portadora, y mucho menos sobre uwna matriz portadora cargada
de resipa cambiadors de cationes fuerte, que estd en su for
ma 4cida. Ademds, csta patente no describe ningfin método de

superar el problema de la estabilidad, que se produce cuan-
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do se combinan los reactivos de la solucibn reactivo 4cida.
0tro problema de la determinacidén deserita, es el hecho de
que las determinaciones deben efectuarse a longitudes de on
da comprendidas en el marpgen de 470 a 540 nanometros, el
cual estd préximo al miximo de absorcibén de color de la mueg
tra en blanco, dando como resultado la posibilidad de erro-
res de medida por esvmectrosconia de refloctancia.

En el seetor industrial, la urea es una impox
tonte materia de adicidn a los fluidos de procesos, taleé“cﬁ
mo hafios golvanoplésticos, sicndo de fran valor en este sent
tor el disponer de un medio rdnido para determinar la conzen
tracién de urea. la urea propiamente dicha se utiliza como.
fertilizante y en su produccién y uso, es imnortante, como
medida de control, wn medio rénido para la determinacién de
este naterial.

Por consiguiente, tanto para las aplicacione£
médicas como industrisles, cxicete la necesidad de determinar
el contenido de urea de los fluidos, de un modo que pueda
efectuarse rdpidamente, sin un cquipo altamente especiaiizg
do ni téenicos adiegstrodos para hacer funcionar dicho equip)Q
- RESUMEN DE LA INVENCION

Un objeto de la presente invencién es pro-

porcionar medios de ensayo vara la determinacién del conte-
nido de urea de los fluidos, en los que se consiga la.esta-—
bilidad de los reactivos utilizados para la preparacibn de
los medios de ensayo.

Otro objeto de la presente invencién es redu
cir a un minimo las interferencias debidas a la turbidez del
suero y a la presencia de bilirrubina, cuando se determina

el contenido de urea del suero en sangre.
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Todavia otro objeto de la presente invencién
es proporcionar medios de ensayo, que tengan una especifici
dad y sensibilidad altas, para la determinacidén de urea en
los fluidos, a lo largo de un margenfde concentraciones.

" Ain otro objeto de la presente invencién es
proporéibnar medios de ensayo colorimétricos, capaces de dg
tectar urea, cuando la cantidad de fluido a someter a la dsg
termlnaclﬁn, es limitada.

Un objeto adicional de la presente invencaidy
es proporcionar una determinacién de NU3, que pueda serﬁefe_
tuada répidamente, sin necesidad de un equipo altamente - es-
pecialigado. |

- \De acuerdo con la presente invencién, el me-
dio de ensayo pars detectar la urea presente-en wn fluido
de ensayo, comprende un miembro portador modificado con 4cj
do, que incorpora reactivos sevarados entre sf. Un reactiva
es aldehido orto-ftdlico, ¥ el otro reactivo es 3-hidroxi-l
2,3,4~tetranidrobenzo/h/quinolefna, 3-acetoxi-1,2,3,4-te-
trahidrobenzo/h/quinoleina, o sus sales diclorhidrato. Ven-

tajosamente, los reactivos estén separados entre si, mediay

El medio de ensayo puede ser utilizado medign
te une inmersibén momenténes del mismo en una muestra de en-
sayo, o introduciendo de otra manera la muestra de ensayo

en la matriz portadora, y observando cualquier variacién dd

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Para los fines de esta solmc;tu& dehe enten
derse que el término "fluidos" se refiere a fluidos corpor:

les, tales como suero.sanguineo, plasme san;uineo, orina,
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1{quido espinal, y que debe referirse, ademds, a soluciones
acuosag que contienen urea., Aunque la aplicacidén mds preferi
da del medio y del método de ensayo de esta invencidbn, son

los fluidos corporales, tales como el suero sanpuineo, debe
entenderse que el medio y el método de ensayo pueden aplicay
se tambidn a fluidos industriales.

De ccverdo con la presente invencién, se pre
nara una Aniea tira de reactivo, mediante la incormoracién

de los reactivos agul dencritos, o wna motriz portadora{(éﬁ
narados sobre éstn de un modo adecuado, por ejemnlo, mediun
te una barrers polimera. La expresién "matriz portadora" se
refiere a matrices absorbentes y no absorbentes, que sonfig
solubles en amua o en otros fluidos fisiolbgicos, ¥ que man
tienen su intesridad cstructural cuando se exponen al agua

o a otros fluidos fisioldéricos. Las matrices absorventes é&;
cuadas que pueden gser wtilizodes, incluyen: popel, celulose
madera, hellones de resina sintética, telas teiidas v no te
jidas, y similares. Las motrices no ahsorbentes, ineluyen:

Fibra de vidrio y moferinles plésticos orsfnicos, tales co-
mo polinronileno y cimilares. Lo moatriz puede fijarse, ven-
tajosamente; & un niembro 6e soporte insoluble, tal como ung

tira de pléstico orgfnice, por ejemplo, poliestireno, media

| T

te medios adecuados, tales como cinta adhesiva por ambas ca
ras, para facilidad de utilizacién.

Los rcactivos incornorados a la mairiz vorta
dora reaccionan con la urea en condiciones 4cidas, para PIo
ducir un crombgeno, que absorbe luz por encima de unog 550
nanometros y, normalmente, entre aproximadamente 550 y anro
ximadamente 700 nanometros. La cuantificacién puede conse-

guirse mediante la vigilancia de la variacién de reflectan
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cia’ a uvnos 620 nanometros, despuds 8e la aplicacibn de la
nuestra o del comtacto con ella, )

Con el fin de conseguir la acidez deseada pa
ra las condiciones del ensayo, se ha encontrado necesario
nodificar o impregnar la matriz portadora con un material A4c¢i
do. Un método de preparar lo matriz portadora moéificada con
fcido, immlica impresncr la matriz nortadora con materiales|
feidos, teles como 4cido beneeno-suliénico, fciGo hencenodi
sulfénico, Acido poliestirenosulidnico, o similares, en o

Y

centidad comprendidn ontre anroximatomente 5 ¥y sproximadamey

L ¥

te 10 gresmos %,

Un método alternativo para lz premaracién
de la matriz portadora modificada con deido, imnlica cargar
la metriz portadora con resinas cambicdoras &e cationes fuel

tes, preferiblemente, en su forma 4clda. Las matrices poris

nen Amherlite IR 120 (Rohm & Ilsas, Tiladelfis, Pensilvenia)
o Dowex 50 (Dow Chemical Co., Hidland, Hichigon) son narsi-
cularmente preferidas como materiales poritadtores modifica-—

dos con #cido sulfénico, especizlmente cuendo ge whilize su

{w

ro. Bstas resinas cambicdoras de iones, narticulares, son
noliestirenos modificados con fcido sulfénico, reticulados
con diversas contidades de divinilbenceno. fada una de las
matrices poritadoras esté cargeds con una conbidad comprendi
da entre aproximadamente 25 y aproximadamente 50 % en peso

de resins cambiadora de iones y, preferiblemente, entre apr

1O

ximadamente 35 y anroximademente 50% en Peso.
Se utilizan dos reactivos para la nreparacibp
del medio de ensayo. Un reactivo es el aldelido orto-ftili~

co, ¥y el otro reactivo es 3~hidroxi-l1,2,3,4-tetrahidroben~
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zo/h/quinolefna, 3-acetoxi-1,2,3,4~tetrahidrobenzo/h/quino-
lefna o sus sales diclorhidrato. Se prefiere la 3-hidroxi-l
2,3,4-tetrahidrobenzo/h/quinoleina.

| Aunque de acuerdo con la presente invencidn,
log reactivos deben ser aplicados a la matriz portadora, pol
cenarado, el orden de anlicocién de los reactivos carece de
importancia. Por lo tonto, nuede anlicarse primero cualguie]
rooctivo. Bl material de fcido sulfdénico puede anlicorse a
1a motriz portadora, bien cen o 1o vez que el primey roadti
vo, o0 bien puede utilizarse una matriz portadora cargads ¢o
rcsina cambindora de iones.

En el método preferido, la mrimera etapa cbg
nrende, por lo tanto, la aplicacidn de por lo menos un reag
tivo @& la matriz vortadorz. Lo sesunda etapa comprende, nor
nolmente, la anlicceidn el polimero e la motriz portadora,
eatando presente el molimero en un disolvente que no-diéuel
ve ni al primer reactivo ni ol moterial de dcido sulfénico.
Puecden utilizorse molimeros toles como: metilcelulosa, aca—~
toto de celulosa, éxido de molietileno, copolimero de esti-
reno-butadieno, conolimero de cstireno-isonreno, poliestire
no vy conolimero de estireno-acrilonitrilo. Finalmente, la

tercera etapa o etana final, comprende la aplicacidén del

tivo en un disolvente que no disuelve al material polimero
anlicado en la segunda etapa. Normalmente, se deja que la

tire reactivo se seque entre cada etapa.

con el aldehido orto-ftdlico, incluyen: agua, metanol, ace-
tona y hexano. El agua, el metanbl o una mezcla de los misj

mos, son el disolvente preferido, en el caso de que el reag

Los disolventes adecuados para ser utilizadop

h

otro reactivo a la matriz portadora, estando presente el rebhe
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acetona o el hexano son el disolvente preferido, en el caso

cera etapa. En lo que respecta a los polimeros, los disolve:
tes adecuados inecluyen: cloroformo, acetona, benceno, ‘tolue
no y similares. Los disolventes adecuazdos para el otro reac
tivo, ineluyen: agua, metanol y mezclas de metanol y aceton
Fl sgua es nuevamente el disolvente preferido, cuando el

reactivo se aplica en la primera etapa y, cuando el reacti-

metanol o una mezcla de metanol-acetona.

Los reactivos pueden utilizarse en diversas

coneentraciones. Normalmente, el aldehido orto-ftélico estéd

(miligramos por ciento (mg%) a 800 mgh y, preferiblemente,
estéd presente en una cantidad comprendida entre aproximada-
mente 500 mg % y 600 mg %. El otro reactivo estd presente
normalmente, en una cantidad comprendida entre aproximadame
te 200 mgh y aproximadamente 500 mg#, cuando se emplea una
.sal di&lorhidrato, ¥y en la cantidad comprendida entre apro-
ximadamente 600 mg % y aproximadamente 1200 mg %, cuando se
utiliza 1a base libre. las concentiaciones del material po-
1{méro. no son esenciales, siempre que se utilice .una canti-
dadrcomprendida entre aproximadamente 0,5 gramos por ciento
(g%) y aproximadamente 5 gh. Preferiblemente, el material

polimero debe estar presente en una cantidad comprendida en|
tre aﬁroximadamente 1 g por ciento y 3 g por ciento.
' Aunque el método preferido para la prepara-
cién del medio de emsayo, es mediante la impregnacién en

tres etapas, seguida por secado, el medio de ensayo de la

tivo aldehido ortoftdlico se apnlique en la primera etapa; Lia

de que el reactivo aldehido ortoftdlico se aplique en la ter

vo se aplica en la tercera etapa, el disolvente preferido =8

HEd

) o 1

presente en la cantidad comprendida entre anroximadamente 3?0
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presente invencién puede prepararse, también, mediante otrd
téenicas adecuadas, tales como impresién sobre una o més cd
ras de una matriz o, adecuadamente, aplicacidén de los reac-
tivos reparndos en las caras onuestas de un sustrato o maty

El medio de ensayo de acuerdo con la nresen-
te inveneidén se ubiliza ventniosamente, mediante la inmer-
sién momentdnea cel mismo en una mucstra de ensayo o mediary
te la intraduceidn, dc otro modo, de uno muestra de ennoyo
nobre lo motriz vordodorn, v obnervando cunlaouiera varineid
e color detectable que renulie. '

SINTPLO L

e nrenorccidn del medio de cncoyo en fgrﬁa
de un dimmonitivo de onsovo, no serd Jdeserita. Panel ﬁé‘fi}
tro SA-2, cerpndo con cambicdor de cationes y lavado prewig
mente con Zcido clorhfdrico (L0-204), obtenido de la firma
Reeve Anmel, Clifton, ITueve Jersey, que ticne una conacidad
combindora de onroxinndancnte 4 miliequivelentes nor gramo
de resina seca, se imnrernd con las siruiontes solﬁcioncs,
en tres etones, desmls de heber sido lovado con asu desig

rimedn, yvncoado. 1 nomel DAY es un noanel que conticne re-
aine ctmbirdora de jones Acherlite TR 120, sulfonods, nara
comunicar mromiecdadeg cambindoros de iones. Lo resina se sy
ministre en la formo sédica, v el nanel contiene entre 45 j
50 mor ciento de resinn.

Primera etone de imnresmociédn

Se imprerndé el namel de filtro, sumergiéndo-
lo en una solucibn que contenia los sicsuientes materiales,

en las cantidades indicadas.

Material Cantidad
asua ) 100 mililitros (ml)

iz.

n
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1 copolimero de anhidrido maleico-éter

Fetilvinilico (estabilizador) 100 miligramos (mg)
beido bérico (estabilizaddr del co-

lor) | ' 2,5 gramos (g)
5 laldehido orto-ftédlico ‘ 300 mg

7-(2,3-dihidroxipropil)~teofilina (eg

tabilizador) . 10 g

Después de la impregnacidn, se secéd el panel
e 6090, durante 30 minutos. |

10 [Segunda etava de impresnhacidn

Seguidamente, se impregné el papel impregnado
y seco, procedente de la primera etapa, sumergiéndolo en un

solucidn gque contenia los siguientes materiales, en las can-

tidades indicadas:
15 lMa*ce,rial ' Cantidad
tolueno 100 ml

grénulos de poliestireno (Styron,
Dow Chemical Co., Midland,’ Michigan) 2 g

[Percera etapa de impregnacién
20 . Seguidamente, se impregné el papel impregnadg
y--seco procédente de la segunda etapa, sumergiéndolo en una
solucién que contenfa los siguientes materiales, en las can
tidedes indicadas. Los materiales (1) y (4) se disolvieron
primeramente, los materiales (2) y (3) se disolvieron por sg
25 |parado y, seguidamente, se afladieron a los materiales (1) y

(4) para formar la solueién.

Meaterial Cantidad
(1) metanol 30 ml
(2) acetona . 70 ml

30 {(3) hidroxipropil-celulosa (estabilizador) 0,5 g

19079
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(4) clorhidrato de 3~hidroxi-1,2,3,4-tetrahidro benzo
/b/quinoleina 300 mg
Seguidamente, se secd el papel a 602¢, du-
rante 10 minutos, y se aplicéd a un sustrato de poliestireno,
por medio de una cinta adhesiva por ambas caras. El sustratd
de poliestireno proporciona un asidero adecuado, con el cual
sumergir el dispositivo de ensayo de papel impregmado de res
tivo, resultante, en una soluecibn, con fines de determinacid
el contenido de urca de la solucidn. ﬂ ‘
La intensidad del color de las tiras de reacH
tivo de nitrégeno de urea para diversas concentraciones de’
ures, se muestran en la simvicnte tabla. _ .
Una parte ¢e una nuestra de suero, que conte
nia ln cantidad indicada de nitrésenc de urea, se diluve con
dos partes de apua ¥y e anlican 0,030 ml 2 la Superficié.éé
un dispositivo de ensayo, preporado como en el Tjemnlo .
Degruds de incubar a 379C¢ dursnte 1 minuto, ce determina 1a
reflectancia de la tira de reactivo, para 620 nanometroaf(nn

con relacién a una sunerficie reflcctante blanca, de sulfato

hérico.
Tabhla 1
Concentrocidén de Reflectan- Concentracidén de Reflectancia
nitrémeno de urea cia, % nitrézeno de urea, . %
mesh megs
0 75 50 30
62 60 27
10 54 70 25
20 44 90 2l
30 38 120 18
40 33 150 15

1n
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Se describird a conbinuncidn, la nreparccidén
de otro medio de enszavo. Se imnresmb panel Ce filtro, carand
a1 405 en peso con Dowex 507, suminiﬁtraﬁa en su forma fcidly
reticulada 2l 8% con divinilbenceno (Dow Chemical Co., IMdlg
iichigan), con las siguientes soluciones, en tres etanas;
Primera etanc de immrernocidn '

Se imprermé el ponel de filtro, sumergidndolg
ea una solucidn que contenfa los sisuientes materiales, en
1.as cantidades indicadas.
aterial i 7 - Conticdad
aFus , . 100 mililitros {m1)
6xido de polietileno 50 miligromos (ﬁg)

.aldehido orto~ftalico 300 mg
7-(2,3-dinidroxipronpil)~teofiline

(estabilizador) 10 o _
lécido wbrico - T 2,0 &

Desnués de lo imprerncceibn, se secéd el nanal
a &60eC, durante 30 ninubos,.

Semunda'eténa {e iporesmocibn

‘ Z1 papel iupresmado y necCo procctente de lag
primere etapa, se impresmd sesuidomente, sumergiéndolo en
una solucibén que contenia los siruientes materiales, en las
cantidades indicadas.
Material ' ‘ Cantidad
folueno _ 100 ml
copolimero de estireno-acrilonitrilo 2 g

Después de la impresmacidén con el copolimero
de estireno, se secd el nanel a 602C, durante 15 minutos.
Tercera etapa Ge impresmacién.

ngd,
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El papel imvregnado y seco procedente de la
sepunda etapa, se impreend sesuidamente, sumergiéndolo en uy
solucibn que contenfa los sipuientes materiales, en las can-
tidades indicadas. Tos materiales (1) v (4) se disolvieron
mrimero; loc matericles (2) y (3) se disolvieron por separa
do y, seruideomente, se aflndieron a los materiales (1) y (4)4

mora formar la solueiébn.

atariol ’ Contidad
(1) metanol - 30 ml -
(?) acotona 70 ml )
(3) nidroxinronil-celulosa ' 0,5 ¢

(45 clorhidrnto de 3-acetoxi-l,2,3,4-
~tetrahidrobenzo/h/ouinoleina 300 mg

Seruidamente, se secé el papel & 602C, duran

te 10 minutos, y se anlicd o un sustrato de poliestireno,
medionte una cinta odhesive por ambos corcs. Bl sustrato Ge
moliestireno nronorciona un asidero adecuado, con el cudlfsy
mermir el dismositivo de ensayo de manel imvrernado de reacH
tivo resultante, en wna solueidn, con fines de determinaeidr
iel contonido de urcs de la gsolucibn.

3e prencraron otros medios de ensayo, nor el
nicmo nrocedimicnto de este ejemplo II, ntilizandd Dowex 50%
la cuval entaba reticvlada al 2 con divinilbenceno y reticu
1loda 2l 164 con divinilbenceno. Se cncontrd que la intensi-
dod de la produccibén del color sumergida en una muestra de
urea, podié controlarse mediante la variecién de la cantidad
de reticulacibn. La intensidad variaba inversamente con el
rrado de reticulaciédn.

‘ La velocidad de la formacién de color de las

tiras de reactivo del nitrdégeno de urea, preparadas con por

a
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tadores que contienen resinas cambizdoras de iones de unz ré

ticnlacién con divinilbenceno (DVB) diversa, se muestra en

la sipguiente tabla.

S5e =wrenararon tiras de reactivo como en el

Ziemplo II, con ranel carsgalo con resing combisdora de ioneg,

cue conbenfa resinas Dowex 5C ¢e uno reticulucidén con divi-

nilhenceno, del 2¢4, del 8% v

)

-

e

el 165, Sermidamente, se dilu
veron muestras de uree, se incubaron durante un minuto & 3790
y oe sometieron & deberminacién en un reflectbémetro, como e
la Tabla 1. ’

Tshla 2

Lecturag (e reflectaoncia para diversas concontraciones de

ures y nora diversas reticulacioncs con DEV.

(Las lecturas de refl:ctancie v la intensidad del color, vo

rian inversamente).

Concentracién ¢e nitrdreno ¢ ce reticnlocibn con DVR

de vrea, med | ‘ 2 3 16
20 37 44 Ge
Yo B 27 33 56
60. 21 27 50

lustre la velocidad

(XN

in 1o siriente habla se
de la formacidn del color de las tiras de reactive del nitrg
meno de urea, preparsdas con nortadores cargalos, que tienen
diversas cantidedes de resina cambiadoras Ge iomnes.

Se prevararon tiras de reactivo como en el
Ejemplo I, con panel cargado 5on regina cambiafora de iones
que contenfa un 25%, un 35% y un 50% en peso de una resina
cambiadora de iones reticulada al 8% con divinilbenceno. Sef
diluyeron muestras de urea, se incubaron durante un minuto

a 379C, y se sometieron a determinacibén en un reflectémetrof
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como en la Tabla 1.

Tabla 3

Lecturas de reflectancias para diversas concentraciones de

urea y para diversas cargas de resina.

Concentracién de nitréeeno . Carga de resina, %

de urea, mg P 25 35 50
20 58 51 44
40 48 40 33
60 42 33 27

TITMPLO TIT
Utilizondo pamel con resina cambiadora de -io-
mes, como se describe en cl Ejemmlo II, se preparé un dispo-
aitivo de ensoyo, mediante el nrocedimiento‘siguiente eﬁdﬁfe
ctanag. .

Primera etona de imnrernncidn

Se impresmé el papel, sumergiéndolo en una s
lucibén que contenfa los siruicentes materiales, en las canti-

(iadey indicadag.

ateriales Cantiééd
oeua A 25 ml
bxido de molietileno 100 mg
7-(2,3~dihidroxinronil)-teorilina 10 g
feido etilendinitrilotetraacético,
sal dipotisica ‘ 1,5 ¢
lourilsulfato sédico 100 mg
metanol 75 nl
rlicering 0,2 ml
4cido bérico 4,5 g
aldenido orto~ftilico 600 mg

Despufs de 1o impresnacidn, se secé el panecl

s
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o 500C, durante 20 ninutos.

Secunds etboma fe impresnseibn

latoriales Contided
‘talueno A 100 ml
erinulos e poliestireno "3z

Degwuds Ge lo impresmacibn con el nolimoro ¢4
castireno, se secd el panel a 508C, durante 10 minubos.

Tercera atona Ce dnmmresmecibn

El napel inpremafo vy seco prorzdente e la
cecunda stana, se imprermd cesuidamente, scumareiéndolo en

tes materiales, en las

s. Los materiales (2), (3) v (4) re con-

hinaron por separsdo ¥, corvidamente, se afndié el moterial

(1) pera formar ls solueidn,

Loteriales Cantidng
(1) mesanol ) 25 ml
(2) acetona 75 nl
(3) hiéroxipropil;celulosa 0,7% &

(4) 3-hidroxi-l,2,3,4~tetrahidrobenzo/h/quino~

lefns =~ 900 mg
) E1l pepel se secd durante 5 minubos a 502C. BY
disnositivo de emsayo resultante puede uwtilizarse con suvero
o plasma sanguineos, que no han sido diluidos, como se re-
quiere en el caso del dispositivo de enmayo de los ejemplos
I y I, para concentraciones de haste 70 mg % de nitrégeno
de urea.,

Se entenderd también, que el uso del estabili
zador hidroxipronilecelulosa, no es esencial para la presenté
invencién. Se entenderd, ademds, que un estabilizador, tal

como cafeina, puede sustituir a la difilina empleada en el
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siguiente ejemplo. Se ha encontrado que la difiliha 0 su sug
tituto debe utilizarse en una cantidad mayvor de 5 gramos pon
ciento,

EJEMPLO IV
Con fines de comparacidn, se prepara otro
iispositivo de enspayo, mediante el sirsuiente procedimiento;

Primera etana

tes materiales, en lons cantidades indicadas.

Uaterial : Cantidad
aeue, 100 ml -
feido bencenotisulfénico 10 ¢
diclorhidrato de N-naftiletilendiaming 400 mg
difilina 10 g -

Papel de filtro Whatman 3 MM, se modifica con

‘cido, sumergiéndolo en una solucibn que contiene los sirvign

copolimero de enhidrido rmaleico-éter

vinilmetflico (eotobilizador) 0,1 g.
Degnufs Ae la imprermacibn, se seca el napel

o 60eC, durante 20 minutos. “

nemunda ntano

' Bl manel imnmrermado y seco nrocedente de la
rimera etopa, se imvresmn servifomente, sunergiéndolo on una
Folucién que contiene los siruientes materiales, en las coniy

KBades indicedog:

Voterinl Cantidad

6xido de nolietileno lg

clorof nrmo 70 ml

neetona : 30 ml
Se~uidomente, ne seca el pamel a 609¢, Aduran

te 20 minubos.,
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|adecuada, mediante la utilizacién de un papel cargado de re-

EL wopel ipmpresncdo ¥ £eC0 Wrocedente fe 1o
cerumda cvaps, se impresn sesuidomente, sumergidndolo en
uno solucibén cue contiene los sicuientes materiales, en las

cantidades indicadsn

Taterial Contided
[Texono 100 m1
Lldehido om"o—ltbllco 300 mp;

sefguidonente, se seco al panel como antos, 4

602C, durante 20 minrutes. El wovel imaresmado ¥ seco, PO

tante, se aplica serpldrngnte a uwn sustrato de noliecstireno,
bilizando cinte adhesive vor cnbas coras. Lo tira reactive

~

resulbante puele ser viilimada pare cvontilicer mucstras

’.’.l

e

!u}

nroteinizades. e nroduce wne inseszechle wrecinitacién cuan-y
do ge intente cuantificor muestros que contiensn proteina ‘
Esbe hecho subrayc leo imporibencie del uc"cu%r;mleawo gue L2
sido efectuado.

De lo que antocede, se verd gue esta inven-
cidn es Ty 2 adeéuads pera conzesuir todos los Tines y obje~
tos e'nues%os en lo que antecede, junio con otras ventajos
que son ev1denacs ¥ que son inherentes al sistema. Se resuell
ven tres problemas especificos mediante la preparceibén de +i
ras de reactivo de acuerdo con la nresente invencidn.

In primer lugar, en las condiciones dcidas
usuales de la determinacibn, las nrotefnas del suero precipi
tan normalmente e interfieren el desarrollo del crombgeno.
La vresente invencidén elimina la precipitacibn de las protei

nas del suero, al tiempo que proporciona una matriz 4cida

gina cambiadora de cationes, fuerte.
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i En seguhdo lugar, los reactivos ubilizados sgn
normalmente inestables. La presente invencién proporciona uy
método para incorporar los reactivos sobre una matriz de pa+
nel, en un formato tal que los reactivos son estabilizados.
5 El tercer problema resuelto de acuerdo con 14
nresente invencidn, es la reduccién a un mfinimo del error de
lag determinaciones por esvectrosconia de reflectancia, cuar
do se determina el contenido de urea del suero sanpuineo. I
nregente invencidn utilize un arente de copulacidn, aque pfo-
10 j[duce un croﬁéaeno detectable o 1onﬁitudes.de onda, ruy supefig
res o loz 550 nanometros, cunerando de este modo el nrovlemy
nrovoeado mor una reaccibn omecrilla de la muestra en bldnco,
que ticne lumor sobre las tiros y el color interferente pro-
vocado por la bilirrubins y/o turbidez en el suero, obserﬁg
15 |do medionte csnectrozsconia de chsorcibn o de refleétancia.

Bl uso de 3-hidroxi-1,2,3,4-tetrahidrobenzo/h/quinolefna o

su sal diclorhidrato, refuce o un minimo la reaceidn que ae
nroduce con 1o mucastra en blanco. IEn controste, cuando ééf

utiliza difosfato de primaguina /B-(4-amino-~l-metilbutilomit
20 no)—6~motoxiquinoleina] o diclorhidrato de N-naftiletileno-
diamina, ellcroméﬁcno nroducido desarrolla color, el cual dg
be medirse & loneitudes de onda préximas al méximo de absors
cién e la reaccibn con 1o muestra en blanco. Por Lo tanto,
el uso de 3-hidroxi-l,2,3,4~tetrahidrobenzo/h/quinoleina o
25 {su sal diclorhidrato, permite efectuar determinaciones a lon
ritudes de onda, en las que el color, debido a la reaccién
con la mucstra en vlanco, es minimo.

Ademds, la nresente invencién incorpora todog
los reactivos en una sola matriz, sin utilizar reactivos {4
30{quidos corrosivos.

19079
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Aungue la presente invencién tiene una gran
importancia para la pronta deteceibn de trastornos fisiold—
eicos, mediante la determinacidn del contenido de urea de
Los fluidos corporales, tal como se indica en la memoria,
tiene tombiédn uns irmortante swlicacidn para la exacta detber
nacibn de urea en los fluldos de lod mrocesos industriales,
en los que la concentrscibn de urss Gebe controlarse ‘endro
e uos limites ¢efinidos. Un medio nore la leterminocién
de fluicos de urea, tento si son infusiriales o Tisiolésicod
25 Ge un gran valor, en el caco e queo el medio de ensayn 29
convenientemente rédnido, fizble ¥y de una sencillegz suficién—
te para que el técnico lo cprends con facilided. Ademés, en
el caso de la diamosis médica, el medio de ensayo debe Er
Lo suficientemente exacto nara reflejor los verisciones de
un estado del sujeto. Esgtos objetivos se congiguen vtvlm Zan~
Evidentencante, pueden efsctuarse obros muchos
noflificaciones y varicciones de la inveoneidn, como se h3 ex-
puesto en lo gque antacede, sin snortarse del ess illtu.yvél—

conce de 1u misns

fi-e
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RETIVIIDICACT ONTS

Los muntos de invencidn promia v nueva que

se presentan para que seon objeto de esta solicitud de Po~.
tonte de Invencién en Eomalln, nor VEINTE afios, con los que
se recorsen en las reiwvindicreiones sicuientes:

13,~ Tm método nara preporar medios de cnsa
yo para la determinncidén del contenido de urea de fluidos;
el cual método comvrende incormorar, a une notriz portaao%a,
corpoda con resina cambiodora de cationes, fuerte,'que estd
en qu forma fcide, unos —rimero y cerumdo rezctivos, senara
dos cntre of mediante un materisl molimero, commrendiendo
dicho nrimer recctivo aldehido orto-ftélico, ¥y comprenéjeﬁ~
do dicho sesundo reactivo 3-nidroxi-l,2,3,4-tetrahidrobonzo
(W aquinoleina, 3-ccctoxi-l,?2,3,4-tetrahidrobenzo/h/nuireled
na, o sus selesg diclorhidrato. '

28,~ 'L método de la reivindicacién 18, en el
cual o emnlea 3-acctoxi—1,2,3,4-tetrahidrobenzo[ﬁ]quinolei
na.

32.~ El1 método 4e la reivindicacidén 1%, en ¢l

cual se emples 3—hidroxi—1,2,3,4-tetrahidrobenzq[h7quinolei-

na.
2,~El método de las reivindicaciones 28 o 3%,
en el cual el reactivo aldehido orto-ftdlico se emplea en
una cantidad comprendida entre anroximadamente 300 miligra-~
mos por'ciento y aproximadamente 800 miligramos por ciento,

¥y el otro reactivo se emplea en una cantidad comprendide en
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E?e aproximadamente 200 miligramos por ciento y eanroximada-

PO ciento, cuando se utiliza base libre.

52,~ 31 método ¢e la reivindicaecibn 18, en ol
busl los.reactivos se generen entre sf, mediante un moaberial
molimero.

62, BL mftodo fe lo veivinticaecibn 18, en
21l cusl 1o mabriz roxvefors oo vt meiriz Ge nanel de celuly
o obaorhente.

“T%.= EY nftodo fe 1o reivindicncidn 6%, on sl
cual lo matriz pordcdors se cargsn con entre asrovimadancnbe
25 v aprozminmademente 50 'nor ciento en meso de resing oo bl
dors fe ioncs.

32.~ %1 mf%tofo Go la reivinticseidn T2, on
el cucl 1o resint cambdicdors Ge iones es ume resina cue bie
me entre amrorimedsnente 2 y cnrorimadamente 16 nor cionh

e “etlcal c:6n con Ginivilhonccno.

e de

98,~ U 10WOD0 TARA PIEPANAR TTDIOS DE BXSA
YO PARL STALIZAR EL COIMNIiINC D3 URIA 92 PLELIN0sSw.,

Tal ¥ cemo re ho Cescrito en 1o eroria que
cntecede, ¥ nora Lot Tines cue ze hen coveeifiendo,

Eate, Termovin consto de veintitrés hojos es-

crites o méguina 7

mente 500 miligramos por ciento, cuendo se ubtiliza sal dicldr
hidrato, y en una cantidad comprendida entre snroximadamente

600 miligramos por ciento y sproximadamente 1200 miligromos
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