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k57 Resumen:
Método para aumentar la sensibilidad de un ensayo
quimioluminiscente, utilizando compuestos aromáti-
cos con grupos amino e hidroxi como intensificado-
res.
La presente invención se refiere a un método, que
tiene por finalidad aumentar significativamente la
reacción quimioluminiscente del sistema luminol -
H2O2 - peroxidasa, consistente en la utilización
de compuestos que intensifican la emisión de luz
que produce luminol u otra hidrazida ćıclica en pre-
sencia de un peróxido y una peroxidasa, o conju-
gado de la misma, con lo que se consigue aumentar
la sensibilidad en la detección de los componentes
de la reacción quimioluminiscente. Los compues-
tos aromáticos con grupos amino e hidroxi utilizados
como intensificadores de la reacción quimioluminis-
cente son: 4 - Hidroxibenzoato de etilo, 4 - Hidro-
xibenzoato de propilo, 4 - Hidroxiacetofenona, 7 -
Hidroxicumarina, 7 - Hidroxi - 4 - metilcumarina, 4 -
Hidroxibenzonitrilo, Acetato de fenilo, Acetato de 2
- naftilo, 2 - Aminonaftaleno, 5 - Aminoisoquinolina,
2 - Hidroxi - 9 - fluorenona.
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DESCRIPCION

Método para aumentar la sensibilidad de un
ensayo quimioluminiscente utilizando compuestos
aromáticos con grupos amino e hidroxi como in-
tensificadores.

La presente invención se refiere a un método
para aumentar la sensibilidad de la quimiolumi-
niscencia utilizando compuestos aromáticos con
grupos hidroxi y amino como intensificadores,
siendo estos compuestos relativamente habitua-
les en los laboratorios y en la industria, ase-
quibles en estado puro y sustancialmente más
económicos que los intensificadores más utilizados
actualmente, por lo que podŕıan ser una alterna-
tiva a estos últimos.
Campo de la técnica

Esta invención tiene su aplicación dentro de la
industria dedicada a la fabricación de productos
qúımicos, especialmente de productos qúımicos
aplicables en la quimioluminiscencia. Es de in-
terés en el campo del análisis qúımico, en concreto
del análisis quimioluminiscente, englobando lu-
minol como reactivo. Sus aplicaciones van desde
determinaciones bioqúımicas como el inmunoen-
sayo, determinaciones enzimáticas, etc., hasta de-
terminaciones de peróxido de hidrógeno u otros
peróxidos, del mismo luminol, de los citados in-
tensificadores y, en general, de cualquier analito
cuya reacción pueda acoplarse con la reacción qui-
mioluminiscente intensificada.
Antecedentes de la invención

Desde que en 1983 se descubriese el efecto au-
mentador de la luciferina de luciérnaga sobre la
quimioluminiscencia del sistema luminol - H2O2
- peroxidasa de rábano picante (horseradisch pe-
roxidasa) o conjugados de esta enzima (White-
head y otros, Nature, 305 (1983) 158 - 159), nu-
merosos trabajos se han sucedido aplicando éste
y otros compuestos aumentadores de la quimio-
luminiscencia a inmunoensayos, determinaciones
enzimáticas, etc.

También han sido numerosas las patentes de
invención de tales compuestos realizadas desde la
citada fecha hasta nuestros d́ıas, entre las cuales
se conocen las patentes europeas números 116.454
(1983) y 219.352 (1987), aśı como las de Esta-
dos Unidos números 4.598.044 (1986) y 4.729.950
(1988).

La luz obtenida con la quimioluminiscencia in-
tensificada es muy intensa y prolongada, de ma-
nera que es fácilmente detectable y medible.

Numerosos aumentadores se conocen hasta la
fecha, entre los cuales se pueden citar los siguien-
tes:

- Benzotiazoles: 6 - hidroxibenzotiazol, 2 -
ciano - 6 - hidroxibenzotiazol, dehidroluciferina,
luciferina de luciérnaga.

- Fenoles; p - fenilfenol, ácido p - hidroxi-
cinámico, p - iodofenol, p - bromofenol, p - cloro-
fenol, 2 - cloro - 4 - bromofenol, 2,4 - diclorofenol,
3,4 - diclorofenol, p - metilfenol.

- Naftoles; 2 - naftol, 1 - bromo - 2 - naftol, 6
- bromo - 2 - naftol, 1,6 - dibromo - 2 - naftol.

- Aminas aromáticas: N, N, N’, N’ - tetrame-
tilbenzidina, 4 - benziloxianilina, 4 - metoxiani-
lina, toluidina, 4 - metoxianilina.

- Derivados de ácidos borónicos de arilo;
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ácidos 4 - bifenilborónico, 4 - iodofenilborónico,
4 - bromofenilborónico.

No obstante, estos aumentadores tienen el in-
conveniente de que o bien son dif́ıciles de adqui-
rir en el mercado, o bien su adquisición supone
costes considerables, o bien su afecto aumentador
presenta una intensidad limitada.
Descripción de la invención

El método para aumentar la sensibilidad de un
ensayo quimioluminiscente utilizando compuesto
con grupos amino e hidroxi como intensificadores,
objeto de la invención, está basado en la capaci-
dad de ciertos compuestos aromáticos con grupos
amino e hidroxi, de fácil adquisición en el mer-
cado, de aumentar significativamente la sensibi-
lidad de la reacción quimioluminiscente del sis-
tema luminol - peróxido de hidrógeno - peroxi-
dasa de rábano picante, siendo estos compuestos
una alternativa a otros intensificadores ya conoci-
dos. Algunos de los compuestos descritos en esta
invención, tales como 4 - hidroxibenzoato de etilo
y propilo, son conocidos aditivos conservadores de
alimentos (E - 124 y E - 216). En cuanto a las
cumarinas, producen cierta emisión quimiolumi-
niscente en ausencia de luminol, sin embargo en
presencia de éste la emisión observada es mucho
mayor.

La forma en que el luminol toma parte en
el ensayo quimioluminiscente, de acuerdo con la
presente invención, depende del tipo de ensayo.
En este caso más frecuente e importante de un
inmunoensayo organoluminiscente, el luminol se
utiliza como un marcador unido por el grupo
amino a una protéına, hapteno, hormona, este-
roie, ant́ıgeno o anticuerpo, bien directamente, o
bien mediante un brazo espaciador.

La peroxidasa puede actuar, en el caso de
un inmunoensayo, también como un marcador de
una protéına, hapteno, anticuerpo, hormona, etc.
En el caso de ensayos en los que la peroxidasa
no actúa como marcador, el enzima puede estar
en forma libre, en solución o inmovilizada en una
matriz y constituye la base de un tipo de biosen-
sores.

La emisión de luz en el ensayo de esta in-
vención, depende de la elección del tipo de peroxi-
dasa, del oxidante y de la sensibilidad del aumen-
tador, siendo también dependiente de las condi-
ciones experimentales determinadas por factores
tales como pueden ser el pH, la concentración de
los reactivos, la velocidad de mezcla, la tempera-
tura y el sistema de medida de la luz.

Las condiciones optimizadas en la presente in-
vención, son un compromiso entre la actividad
cataĺıtica del enzima peroxidasa, la cinética de la
reacción, el aparato empleado, la reacción señal -
ruido, la concentración relativa de los reactivos y
la sensibilidad requerida.

En concreto, los compuestos aromáticos con
grupos amino e hidroxi, con marcado efecto au-
mentador de la quimioluminiscencia del sistema
luminol - H2O2 - horseradish peroxidasa, objeto
de la presente invención, son los siguientes:

- 4 - Hidroxibenzoato de etilo.
- 4 - Hidroxibenzoato de propilo.
- 4 - Hidroxiacetofenona.
- 7 - Hidroxicumarina.
- 7 - Hidroxi - 4 - metilcumarina.
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- 4 - Hidroxibenzonitrilo.
- Acetato de fenilo.
- Acetato de 2 - naftilo.
- 2 - Aminonaftaleno.
- 5 - Aminoisoquinolina.
- 2 - Hidroxi - 9 - fluorenona.

Realización preferente de la invención
El método para aumentar la sensibilidad de un

ensayo quimioluminiscente, utilizando compues-
tos aromáticos con grupos hidroxi y amino como
intensificadores, que se preconiza en la presente
invención, se detalla a continuación.

Las medidas se realizaron en un espectro-
fotómetro Perkin - Elmer, modelo LS - 50, con
la fuente de luz apagada y el aparato puesto
en modo fosforescencia, con un tiempo de de-
caimiento (delay time) de 0.00 milisegundos, un
tiempo de puerta (gate time) de 30.000 milisegun-
dos, y la rendija de emisión puesta a 20 nm, con
λem de 425 nm y el voltaje dell fotomultiplicador
de 700 V.

Se emplearon disoluciones de buffer - Tris -
HCl (1 mL, 0.1 M, pH 8,5), luminol (20 µL, 0.01
M) peróxido de hidrógeno (60 µL, 0.1 M) y un vo-
lumen determinado de disolución del compuesto
aumentador, que se introducen en la cubeta de
cuarzo, siendo llevada la disolución en cubeta a
2945 µL con agua destilada y desionizada.

La cubeta se coloca en el espectrofotómetro
dentro de un dispositivo especial consistente en
una caja, cerrada a la luz, con un receptáculo para
la cubeta, de tal forma que la parte abierta de éste
coincide con un septum por donde se inyecta, con
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una jeringa, el último reactivo (55 µL de horseri-
dash peroxidasa 71.3 (U/mL).

Durante la reacción quimioluminiscente la di-
solución se agita mediante un pequeño agitador
magnético.

La emisión quimioluminiscente se recoge du-
rante los primeros cinco minutos mediante la
opción “time drive” del espectrofotómetro Perkin
- Elmer.

También se miden las áreas de las curvas de
intensidad de luz emitida frente al tiempo, consi-
derándose esta medida más indicativa de la capa-
cidad aumentadora de la quimioluminiscencia por
cada intensificador que la intensidad máxima.

Las áreas de tales curvas presentan un máximo
que dependió de la concentración del aumentador
empleado y del tipo de aumentador.

Las señales máximas relativas obtenidas en es-
tas condiciones para cada compuesto aumentador
(en comparación con la emisión del blanco sin au-
mentador) fueron las siguientes:

- 4 - Hidroxibenzoato de etilo (14.8 veces la
emisión sin aumentador)

- 4 - Hidroxibenzoato de propilo (15.2 veces)
- 4 - Hidroxiacetofenona (17.7 veces)
- 7 - Hidroxicumarina (23.3 veces)
- 7 - Hidroxi - 4 - metilcumarina (19 veces)
- 4 - Hidroxibenzonitrilo (5,1 veces)
- Acetato de fenilo (5 veces)
- Acetato de 2 - naftilo (4 veces)
- 2 - Aminonaftaleno (2.2 veces)
- 5 - Aminoisoquinolina (5.6 veces)
- 2 - Hidroxi - 9 - fluorenona (8.7 veces)
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REIVINDICACIONES

1. Método para aumentar la sensibilidad de
un ensayo quimioluminiscente, utilizando com-
puestos aromáticos con grupos amino e hidroxi
como intensificadores de la reacción quimiolumi-
niscente de peróxido de hidrógeno u otro tipo de
peróxido, luminol o conjugados de luminol y pe-
roxidasa de rábano picante o conjugados de esta
enzima, consistente en la utilización de compues-
tos que intensifican la emisión de luz que pro-
duzca luminol u otra hidrazida ćıclica en presen-
cia de un peróxido y una peroxidasa, o conju-
gado de la misma, con lo que se consigue aumen-
tar la sensibilidad en la detección de los compo-
nentes de la reacción quimioluminiscente, carac-
terizado porque se utiliza como intensificador
de la reacción uno de los siguientes compuestos
aromáticos con grupos amino e hidroxi: 4 - Hidro-
xibenzoato de etilo, 4 - Hidroxibenzoato de pro-
pilo, 4 - Hidroxiacetofenona, 7 - Hidroxicumarina,
7 - Hidroxi - 4 - metilcumarina, 4 - Hidroxibenzo-
nitrilo, Acetato de fenilo, Acetato de 2 - naftilo,
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2 - Aminonaftaleno, 5 - Aminoisoquinolina, 2 -
Hidroxi - 9 - fluorenona.

2. Método según reivindicación 1, caracteri-
zado porque se utiliza una disolución de buffer -
Tris - HCl (1 mL, 0.1 M, pH 8,5), luminol (20 µL,
0.01 M), peróxido de hidrógeno (60 µL, 0.1 M) y
un volumen determinado de uno de los compues-
tos aumentadores indicados en la reivindicación
1, llevando la disolución a 2945 µL con agua des-
tilada y desionizada en una cubeta, en la que, una
vez colocada en el fluoŕımetro, se inyecta el reac-
tivo peroxidasa de rábano picante (55 µL, 71.3
U/mL), agitándose la disolución mediante un agi-
tador magnético, antes de realizar las medidas de
intensidad de la quimioluminiscencia.

3. Uso de los compuestos aromáticos con gru-
pos amino e hidroxi, que se especifican en la rei-
vindicación 1, como intensificadores de la reacción
quimioluminiscente de peróxido de hidrógeno u
otro tipo de peróxido, luminol o conjugados de
luminol y peroxidasa de rábano picante o conju-
gados de esta enzima.
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O:

P:

E:

referido a divulgación no escrita

publicado entre la fecha de prioridad y la de presentación

de la solicitud

documento anterior, pero publicado después de la fecha

de presentación de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
× para todas las reivindicaciones para las reivindicaciones n◦:

Fecha de realización del informe Examinador Página

02.03.98 E. Albarrán Gómez 1/1
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