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DESCRIPCION
Procedimiento y sistema para la determinacién de la concentracion de sustancias en fluidos corporales

La presente invencién hace referencia a un procedimiento y a un sistema para la determinacién de la concentracion
de sustancias en fluidos corporales, en particular de impurezas como bilirrubina, hemoglobina y lipidos en muestras
de suero sanguineo y plasma sanguineo.

Numerosos procedimientos de deteccion y analisis para la determinacién de parametros fisiolégicos en muestras de
fluidos corporales se basan en principios de medicion fotométricos. Los procedimientos fotométricos posibilitan la
deteccién cualitativa y cuantitativa de los analitos en las muestras liquidas.

La determinacion de parametros clinicamente relevantes, como por ejemplo de la concentracion o de la actividad de
un analito se lleva a cabo a menudo mezclando el alicuota de un fluido corporal de un paciente con uno o varios
reactivos de ensayo in vitro, con lo que se pone en marcha una reaccion bioquimica que origina una modificacién
medible de una propiedad éptica del ensayo. La fotometria investiga y emplea la atenuacion de una corriente de luz
a su paso a través de un medio absorbente y/o dispersor. En funcién del tipo de reaccién bioquimica o biofisica
provocada se emplean diferentes procedimientos de medicién fotométricos que posibilitan la medicién en un ensayo
de un liquido turbio.

Para esto se pueden utilizar procedimientos turbidimétricos, en los que se mide la turbidez o la densidad Optica de
una disolucién o suspension en base a la atenuacion luminosa o absorbancia de un haz de luz que atraviese
directamente la suspension.

La intensidad del haz de luz se reduce al pasar a través de una célula de medicién o cubeta, que contiene una
muestra liquida. Las pérdidas pueden estar influidas por las interacciones del haz de luz con la muestra presente en
la célula de medicién, por ejemplo, mediante efectos de absorcion, difraccién, dispersion y/o reflexién. En general los
efectos de difraccion, dispersién y reflexion pueden ser ignorados o compensarse mediante mediciones de
referencia, de forma que principalmente la absorcion contribuya a la atenuacion del haz de luz.

Las determinaciones de concentracion fotométricas se basan, por tanto, en una auténtica funcién de la absorbancia
0 absorcién en la concentracion de las sustancias disueltas y en la profundidad de la capa a medir por la célula de
medicién a una determinada longitud de onda de la luz irradiada. Este contexto describe la ley de Lambert-Beersche:

E(A)=-log(I]1))=¢(A)-c-d (1)

donde E(A) es la absorbancia en funcion de la longitud de onda A del haz de luz, | es la intensidad luminosa tras
pasar a través de la muestra, lp es la intensidad luminosa antes del paso a través de la muestra, €(A) el coeficiente
de extincion molar en funcién de la longitud de onda de una sustancia irradiada, ¢ la concentracion molar de la
sustancia irradiada y de la profundidad de la capa irradiada por un haz de luz, por ejemplo, de la célula de medicién.

En base a la absorbancia E(A) de una muestra se puede determinar la concentracion de una sustancia en una
disolucion. A tal efecto, es necesario que anteriormente se haya determinado la absorbancia de al menos una
solucién estandar de concentracidon conocida. Como la absorbancia se comporta de manera proporcional a la
concentracion, la concentraciéon de una sustancia disuelta puede determinarse por medio de calibracion mediante
mediciones de absorbancia de diversas soluciones estandar de concentraciones conocidas.

La absorbancia de una muestra depende, sin embargo, no sélo de la concentracion de la propia sustancia a
determinar, sino también del tipo de matriz de muestras. La absorbancia de diferentes sustancias se comporta en
una mezcla de forma aditiva, siempre que las sustancias no interactien entre ellas. Los fluidos corporales, como por
ejemplo plasma sanguineo o suero sanguineo son, en cada caso, mezclas complejas y contienen, ademas del
analito a determinar, un gran nimero de otras sustancias que afectan a la absorcion total de la muestra.

Sin embargo, las muestras de fluidos corporales pueden contener, en casos individuales, concentraciones
anormalmente altas de una o varias sustancias intrinsecas, es decir, sustancias corporales que pueden resultar
perjudiciales en los procedimientos de deteccidon fotométricos si superan una concentracion tolerable y pueden
producir un error sistematico.

Se conocen problemas que producen muestras de suero o plasma hemoliticas, ictéricas y/o lipémicas que presentan
concentraciones anormalmente altas de hemoglobina, bilirrubina y/o lipidos. Las concentraciones anormalmente
altas de estas sustancias que podrian interferir se pueden originar por un estado patolégico del paciente o, por otro
lado, por una extraccién o almacenamiento incorrectos de la muestra. Si estas muestras se someten a un
procedimiento fotométrico que sirva para la determinacion de un parametro analitico, diagnésticamente relevante,
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existe el peligro de una determinacion errénea, lo que puede tener como consecuencia en su caso un diagnostico
erréneo, y en el peor de los casos un tratamiento erroneo del paciente. La identificacion pre-analitica de muestras
hemoliticas, ictéricas, asi como lipémicas es, por consiguiente, de especial importancia para la prevencion de
resultados de andlisis defectuosos.

Existe por tanto una necesidad de procedimientos para la determinacién de las repercusiones espectrométricas de
las sustancias nocivas en las muestras de fluidos corporales.

En las patentes EP-A1-1059522, US 4,263,512, US 2009/0009750 Al y US 2010/0174491 Al se describen diversos
procedimientos para la determinacion de bilirrubina, hemoglobina y lipidos en las muestras de suero o plasma. En la
EPA1-1059522 se consigue una aproximacion localmente lineal de la absorbancia remanente tras la deduccion de la
absorbancia para hemoglobina y bilirrubina, que contiene también, en particular, la absorbancia producida por los
lipidos.

También el ultimo procedimiento citado tiene sin embargo el inconveniente de que precisamente una concentracion
comparativamente alta de lipidos puede afectar a la determinacion de bilirrubina y hemoglobina en la misma
muestra, y por consiguiente alterar los valores medidos.

La presente invencion se basa, en consecuencia, en el objeto de facilitar un procedimiento para la determinacion
espectrofotométrica de varias sustancias en una muestra de fluido corporal que también posibilite una eficaz
determinacion de otras sustancias, como por ejemplo hemoglobina y bilirrubina, en muestras de fluidos corporales
con altas concentraciones de lipidos.

Este objeto se resuelve mediante el procedimiento conforme a la invencién.

Un modo de realizacién de la presente invencion consiste en un procedimiento para la determinacion de las
concentraciones de sustancias en una muestra de fluido corporal, con los pasos de la irradiacion de una muestra de
fluido corporal que contiene lipidos y una segunda, y en cada caso una tercera, sustancia con un haz de luz a un
gran numero de longitudes de onda de la luz, y de la obtencién de una pluralidad de valores medidos de la
absorbancia de la muestra de fluido corporal al gran nimero de longitudes de onda, del célculo de una curva de
aproximacion funcional de potencia de la forma

E(A)=p-A*

para la absorbancia de los lipidos (L) en base a un primer valor medido mediante determinacion del factor p para un
exponente q predeterminado a una primera longitud de onda, a la que la absorbancia no originada por los lipidos es
poco significativa, y de la determinacion de un primer valor de aproximacién de la concentraciéon de la segunda
sustancia en base a un segundo valor medido y valores de la curva de aproximacion a una segunda longitud de
onda.

De acuerdo con un modo de realizacién favorable, el procedimiento comprende ademas los pasos de calculo de un
valor de absorbancia a una tercera longitud de onda en base al primer valor de aproximacion y a valores de la curva
de aproximacion, de obtencién de una desviacion del valor de absorbancia calculado en base a un tercer valor
medido a la tercera longitud de onda, de la correccién de la curva de aproximacion en base a la desviacion
determinada, y de la correccion del primer valor de aproximacién en base al segundo valor medido y a los valores de
la curva de aproximacion corregida.

De acuerdo con otro modo de realizacién ventajoso, la muestra de fluido corporal puede contener ademas una
tercera sustancia, y se pueden realizar ademas los pasos de célculo de un segundo valor de aproximacion de la
concentracion de una tercera sustancia en base al segundo valor medido y a valores de la curva de aproximacion a
una segunda longitud de onda, asi como de un cuarto valor medido y valores de la curva de aproximaciéon a una
cuarta longitud de onda, y de la correccion del segundo valor de aproximacién en base al segundo valor medido, al
cuarto valor medido y a los valores de la curva de aproximacion corregida, donde el valor de absorbancia se calcula
adicionalmente en base al segundo valor de aproximacion.

En un modo de realizacion preferido se pueden repetir los pasos del célculo del valor de absorbancia, de la
obtencion de la desviacion y de la correccion de la curva de aproximacion, del primer valor de aproximacion y del
segundo valor de aproximacion, hasta que la desviacién sea inferior a un valor umbral predeterminado.

Mas favorablemente, la muestra de fluido corporal puede incluir suero sanguineo o plasma sanguineo. Ademas, es
ventajoso, pero no necesario, que la segunda sustancia comprenda hemoglobina y la tercera sustancia bilirrubina.
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De acuerdo con un modo de realizacion preferido, la primera longitud de onda se encuentra en un rango entre 610
nm y 650 nm, la segunda longitud de onda en un rango entre 410 nm y 420 nm, la tercera longitud de onda en un
rango entre 360 nm y 370 nm y la cuarta longitud de onda en un rango entre 465 nmy 475 nm.

De acuerdo con un modo de realizacién favorable, el valor umbral predeterminado asciende a 0,01 E.

Mas favorablemente puede realizarse la correccién de la curva de aproximacion de tal manera que el primer valor
medido se encuentre por encima de la curva de aproximacion.

De acuerdo con un modo de realizacién favorable, la irradiacion de la muestra de fluido corporal puede realizarse
con la ayuda de diodos laser o emisores de luz, y la captura de la pluralidad de valores medidos con la ayuda de un
sensor fotométrico.

La presente invencion desarrolla en otro modo de realizacion un sistema, por ejemplo un aparato de analisis, para la
determinaciéon de las concentraciones de sustancias en una muestra de fluido corporal, con un dispositivo de
medicion, que se disefia para irradiar muestras de fluido corporal que contienen lipidos, y segundas sustancias con
un haz de luz a una pluralidad de longitudes de onda de la luz, y para capturar una pluralidad de valores medidos de
la absorbancia de la muestra de fluido corporal a una pluralidad de longitudes de onda, y un dispositivo de calculo
que se disefia para calcular una curva de aproximacion funcional de potencia en la forma

E(Q)y=p-A"

para la absorbancia de los lipidos (L) en base a un primer valor medido mediante determinacion del factor p a
exponente g predeterminado a una primera longitud de onda, a la que la absorbancia no originada por los lipidos es
poco significativa, determinar un primer valor de aproximacion de la concentracion de la segunda sustancia en base
a un segundo valor medido y valores de la curva de aproximacion a una segunda longitud de onda, y calcular un
valor de absorbancia a una tercera longitud de onda en base al primer valor de aproximacién y valores de la curva
de aproximacién.

Mas favorablemente el dispositivo de célculo esta disefiado, ademas, para determinar una desviacion del valor de
absorbancia calculado a partir de un tercer valor medido a la tercera longitud de onda, corregir la curva de
aproximacioén en base a la desviacion determinada y corregir el primer valor de aproximacion en base al segundo
valor medido y a valores de la curva de aproximacion corregida.

Mas favorablemente, el dispositivo de medida puede tener diodos laser o emisores de luz y un dispositivo sensor
fotométrico.

En un modo de realizacién preferido, el dispositivo de calculo puede disefiarse ademas para determinar un segundo
valor de aproximacion de la concentracion de una tercera sustancia, en base al segundo valor medido y a valores de
la curva de aproximacion a una segunda longitud de onda, asi como a un cuarto valor medido y a valores de la curva
de aproximacion a una cuarta longitud de onda, y corregir el segundo valor de aproximacién en base al segundo
valor medido y a valores de la curva de aproximacion corregida, donde el valor de absorbancia se calcula
adicionalmente en base al segundo valor de aproximacion.

Otras modificaciones y variaciones se obtienen como resultado de las caracteristicas de las reivindicaciones
dependientes.

Breve descripcién de las Figuras

Diversas formas de ejecucién y realizaciones de la presente invencion se describen ahora en mayor detalle con
respecto a los dibujos adjuntos.

La Fig. 1 muestra una representacion esquematica de un diagrama con curvas de absorbancia de lipidos segun un
modo de realizacion de la invencion;

La Fig. 2 muestra una representacion esquematica de un diagrama con curvas de absorbancia de muestras de fluido
corporal segun otro modo de realizacion de la invencion;

La Fig. 3 muestra una representacion esquematica de un procedimiento para la determinacién de las
concentraciones de sustancias en una muestra de fluido corporal segun otro modo de realizacién de la invencion;
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La Fig. 4 muestra una representacion esquematica de un diagrama con curvas de absorbancia de muestras de fluido
corporal segun otro modo de realizacién de la invencion;

La Fig. 5 muestra una representacion esquematica de un diagrama con curvas de absorbancia de muestras de fluido
corporal segun otro modo de realizacién de la invencion; y

La Fig. 6 muestra una representacion esquematica de un sistema para la determinacion de las concentraciones de
sustancias en una muestra de fluido corporal segiin otro modo de realizacion de la invencion.

Las realizaciones y los perfeccionamientos descritos se pueden combinar, si fuera conveniente, de cualquier
manera. Otras posibles realizaciones, perfeccionamientos e implementaciones de la invencién incluyen también
combinaciones no explicitamente citadas de indicaciones de la invencion descritas anteriormente o en lo sucesivo
con respecto a los ejemplos de ejecucion.

Los dibujos adjuntos pretenden proporcionar una mejor comprension de las formas de ejecucion de la invencion.
También ilustran formas de realizacién y se utilizan en relacién a la descripcion para aclarar los principios y
conceptos de la invencion. Otras formas de ejecucion y muchas de las ventajas indicadas resultaran obvias en
referencia a los dibujos. Los elementos de los dibujos no se muestran necesariamente a escala real unos con
respecto a otros. Los mismos simbolos de referencia designan ademas los mismos componentes o componentes de
efecto similar.

Muestras de fluido corporal, en el sentido de la presente invencidon, pueden ser todas las muestras de origen
bioldgico que tengan consistencia liquida y un gran nimero de sustancias biolégicamente activas en diferentes
concentraciones. Por ejemplo, las muestras de fluido corporal pueden incluir suero sanguineo, plasma sanguineo,
sangre, orina, liquido linfatico, bilis o fluidos similares.

Valores medidos fotométricos, en el sentido de la presente invencién, pueden ser valores medidos que puedan
registrarse con dispositivos de medicion fotométricos y las correspondientes fuentes luminosas, particularmente
laseres, diodos laser, diodos emisores de luz o similares. Los dispositivos de medicion incluyen, por ejemplo,
sensores CCD, sensores CMOS, fotosensores o dispositivos similares que sean apropiados para registrar, en
funcién de la longitud de onda, la intensidad de un haz de luz.

Lipidos, en el sentido de la presente solicitud, pueden ser todos los compuestos organicos esencialmente
hidréfobos, en particular los compuestos que existan en un organismo humano o animal. Los lipidos, en el sentido
de la invencidn, incluyen en particular grasas y/o triglicéridos y/o triacilglicerinas que puedan encontrarse en el
cuerpo humano.

Las curvas de absorbancia y los valores de absorbancia, en el sentido de la presente invencién, pueden ser
variables adimensionales que indiquen una medida en funcién de la longitud de onda para la opacidad de muestras
de fluido corporal frente al paso de haces de luz en el rango de longitudes de onda visible, infrarrojo y/o ultravioleta.
Puede ser igualmente también posible que se indiquen valores de absorbancia en referencia a una profundidad
unitaria para una célula de medicién o cubeta, en la que se mantienen muestras de fluido corporal durante el paso
de haces de luz para la deteccién de valores de intensidad medidos. En este caso, los valores de absorbancia
pueden tener una dimension de [1/cm]. En cada caso, los valores de absorbancia indicados de las siguientes formas
de ejecucion tienen Unicamente caracter ejemplar y dependen del aparato de medicién, de la consistencia de la
muestra y de la composicion de la muestra. Los valores de absorbancia se equiparan en lo sucesivo, en cada caso,
con valores de absorcién, aunque queda claro para el experto que en esta consideracion la difraccion, dispersion y
reflexion contribuyen en realidad a los valores de absorbancia, aunque en comparacién con la absorcién en el rango
de longitudes de onda observado son esencialmente poco significativos.

Las muestras de fluido corporal pueden contener frecuentemente hemoglobina, bilirrubina y lipidos, particularmente
triacilglicerinas (triglicéridos). Para la determinacion de las concentraciones de hemoglobina y bilirrubina por medio
de métodos de analisis fotoespectrométricos es importante determinar la proporcion de lipidos.

La Fig. 1 muestra una representacion esquematica de un diagrama con curvas de absorbancia de lipidos en un
rango de longitudes de onda entre aproximadamente 340 nm y 620 nm. Las curvas de absorbancia L1, L2 y L3
forman, en cada caso, emulsiones de lipidos artificialmente preparadas (Intralipid, Lipovends®) en las
concentraciones de lipidos 60 mg/dl, 180 mg/dl y/o 300 mg/dl. Primero se puede identificar que los valores de
absorbancia crecen en conjunto con la concentracidon de lipidos. Ademas, se puede identificar que en el rango
espectral visible rojo de alrededor de 600 nm a 620 nm la absorbancia para todas las concentraciones de lipidos es
menor que la absorbancia en el rango espectral visible azul y/o el ultravioleta. Las curvas de lipidos L1, L2 y L3 se
aproximan en la Fig. 1, en cada caso, mediante una funcién de potencia,
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EA)=p-1* (2)

de forma que las curvas de aproximacion P1, P2 y P3 se producen en cada caso con parametros de aproximacion p
y q adaptados. Los parametros de aproximacion p y q se calculan directamente a partir de las absorbancias medidas
y producen por consiguiente valores de experiencia para érdenes de magnitud tipicos de los parametros p y q, que
se pueden emplear en el procedimiento descrito en lo sucesivo.

Para la curva de lipidos L1 de menor concentracién la curva de potencia P1 coincide bien con el desarrollo real de la
absorbancia. Para mayores concentraciones sin embargo las curvas de aproximacion P2 y P3 pueden reproducir los
respectivos desarrollos de la absorbancia L2 y/o L3 d Gnicamente de una forma menos adecuada, en particular en el
rango de longitudes de onda azul entre aproximadamente 340 nm y 470 nm. Los desarrollos de la absorbancia L2 y
L3 forman en este rango una cierta meseta de absorbancia, lo que se origina por dispersién multiple. La dispersion
multiple aparece, sin embargo, so6lo en los lipidos artificiales representados en la Fig. 1. En el caso de aplicacion
surgen, sin embargo, soélo lipidos naturales en los que no se producen tales dispersiones multiples. Por tanto, una
aproximacion funcional de potencia, a pesar de las desviaciones representadas en la Fig. 1 en el caso real de
aplicacion, permite obtener buenos resultados, especialmente en comparacién, por ejemplo, con las aproximaciones
locales lineales.

La Fig. 2 muestra una representacion esquematica de un diagrama con curvas de absorbancia de muestras de fluido
corporal, particularmente de suero sanguineo o plasma sanguineo, en un rango de longitudes de onda entre 340 nm
y 660 nm. El suero sanguineo o el plasma sanguineo pueden incluir como sustancias emulsionadas hemoglobina
(H), bilirrubina (1) y lipidos (L). Una determinacién de la concentracion de estas sustancias en la muestra de fluido
corporal se designa, por tanto, frecuentemente también como prueba HiL.

La curva de absorbancia HIL expresa un ejemplo de desarrollo esquematico para la absorbancia en funcién de la
longitud de onda de muestras de fluido corporal con concentraciones tipicas de hemoglobina, bilirrubina y lipidos. La
curva de absorbancia puede ademas dividirse en una proporcion de hemoglobina H y una proporciéon combinada de
lipido/bilirrubina IL, cuyas curvas de absorbancia estimadas se representan como curvas de lineas discontinuas en
la Fig. 2. La proporcion de lipido puro L se representa asimismo como curva discontinua. Las respectivas
absorbancias se superponen aditivamente.

En un rango de longitudes de onda del rojo entre aproximadamente 610 nm y 650 nm, la absorbancia producida por
hemoglobina y bilirrubina es poco significativa. La absorbancia se origina por consiguiente aqui considerablemente
mediante los lipidos. Por tanto, puede determinarse con una primera mediciéon a una primera longitud de onda entre
610 nm y 650 nm, por ejemplo, a 620 nm o 645 nm un primer valor medido E4, con el que puede determinarse a
través de la funciéon de la ley de Lambert-Beerschen la concentracion molar de lipidos C. [L/(mol*cm)] en una
primera aproximacion:

C.7[:E4/&'[4, (3)

donde €14 en el coeficiente de extincion molar de triacilglicerinas a la primera longitud de onda.

Preferentemente puede determinarse la concentracién también con ayuda de un coeficiente de extincion especifico
del peso. A tal efecto se equipara en la Férmula de Lambert-Beerschen (Férmula 1) la longitud del trayecto d con 1
mm, y a partir del producto del coeficiente molar de absorbancia emol y la profundidad de la capa a medir por la
célula de medicion d se determina el coeficiente de extincion especifico del peso. Esto posibilita una determinacion
de la concentracién de la sustancia en [mg/dL].

En otras mediciones se pueden registrar valores medidos E2 y E3, que se hallan en rangos de longitud de onda, en
los que se encuentran los maximos de absorbancia de hemoglobina o bilirrubina. Por ejemplo, puede registrarse el
valor medido E2 en un rango de longitudes de onda entre 410 nm y 420 nm, el maximo de la absorbancia de
hemoglobina, particularmente a aproximadamente 415 nm. El valor medido E3 puede registrarse por ejemplo en un
rango de longitudes de onda entre 465 nm y 475 nm, el maximo de la absorbancia de bilirrubina, particularmente a
aproximadamente 470 nm. El valor medido E2 consta de proporciones de absorbancia, que pueden atribuirse a
hemoglobina (En2), bilirrubina (E2) y lipidos (EL2):

E2=E,,+E,,+E,, . (4)

De la misma manera, el valor medido E3 se compone de proporciones de absorbancia, que pueden atribuirse a
hemoglobina (Ens), bilirrubina (E;3) y lipidos (ELs):
6
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E3=E ,+E.+E,;,. (3)

Finalmente, puede registrarse un valor medido E1 en un rango de longitudes de onda, que puede servir como rango
de control, por ejemplo, en un rango entre 360 nm y 370 nm, particularmente a aproximadamente 365 nm. El valor
medido E1 se compone de proporciones de absorbancia, que pueden atribuirse a hemoglobina (Exi), bilirrubina (Ej1)
y lipidos (EL1):

El=E, +E, +E, . (6)

La Fig. 3 muestra ahora una representacion esquematica de un procedimiento 30 para la determinaciéon de las
concentraciones de sustancias en una muestra de fluido corporal, particularmente de hemoglobina, bilirrubina y
lipidos en una muestra de suero sanguineo o plasma sanguineo.

En un primer paso 31 se pueden registrar valores medidos E1, E2, E3 y E4, tal y como se aclara en relacién con la
Fig. 2. En un segundo paso 32 se pueden determinar primeros parametros de aproximacion po y (o para una primera
curva de aproximacion Lo la absorbancia causada por lipidos con ayuda de un andlisis de regresion. Esta puede, tal
y como se aclara en relacién con la Fig.2, andlogamente a la ecuacion (2), tener la forma

E()=p-A"

El Unico valor medido E4 puede servir claramente en el paso 32 aun para una determinacion de ambas variables p y
g. Por tanto, el exponente o puede formarse en base a un célculo basado en los valores de referencia
representados en la Fig. 1. El exponente go puede en consecuencia esto predeterminarse en base a valores de
experiencia. Dado que como se describe en relacién con la Fig. 2 a la primera longitud de onda en el rango de 610 a
650 nm puede pasarse por alto la absorbancia por otras sustancias salvo lipidos, puede entonces determinarse para
el exponente dado qo segun las ecuaciones (1), (2) y (3) el coeficiente p0 a través del valor medido E4 a la primera
longitud de onda. La curva de aproximacion asi determinada con los parametros po Y go puede expresar una primera
aproximacioén para el desarrollo de la absorbancia de la absorbancia de lipidos en la muestra. Para esto puede
calcularse para todas las longitudes de onda, en las que en el paso 31 se han registrado otros valores medidos, en
el paso 33a la correspondiente proporcién de absorbancia E1, Ei2, EL3 Y ELs(= E4), de los lipidos.

Tal y como puede identificarse en la Fig. 4, se origina de este modo una primera curva de aproximacion Lo, que
ofrece ya una buena aproximacion a la absorbancia de lipidos real. Conforme a la Fig. 1 la curva de aproximacion Lo
puede transcurrir, especialmente en el rango espectral azul y/o ultravioleta, mas plana que el desarrollo real de la
absorbancia para lipidos.

En los pasos 34 y 35 se pueden determinar entonces primeros valores de aproximacion para las concentraciones de
hemoglobina (cw) y bilirrubina (c) en base a los valores medidos E2 y E3, por ejemplo, a las longitudes de onda 415
nmy 470 nm:

_ E3_CH RFE _EL3

Cr (7)
€3

H (8)
8H2

donde €n2, €ns3, €2 Y €3 Son los respectivos coeficientes de absorbancia de hemoglobina (H) y bilirrubina (1) a las
longitudes de onda de los valores medidos E2 y E3. Los coeficientes de absorbancia se pueden determinar ademas
de antemano mediante mediciones de referencia, o cargarse para los calculos de una memoria, en que se
almacenan los valores de referencia.

Para la determinacion de ambas concentraciones C, y Cy puede resolverse el sistema de ecuaciones lineal de
ambas ecuaciones (7) y (8), de forma que para la concentracion de hemoglobina (H) dé como resultado la Férmula
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<E2—EL2)-813
&
LI (9)

E3—E,, -

Ems
&

En este contexto se pueden determinar los valores de absorbancia para los lipidos E 2 y Ei 3 conforme a la ecuacion
(2) con la curva de aproximacién Lo. Por consiguiente, se origina un primer valor de aproximacion para la
concentracién Cy de hemoglobina. Este primer valor de aproximacién para la concentracion Cy puede usarse
entonces para la determinacion del primer valor de aproximacion para la concentracion C; de bilirrubina en la
ecuacion (7). De este modo resultan ya primeros buenos valores de aproximacion Cuy, C, y C. para las
concentraciones de hemoglobina, bilirrubina y lipidos, determinados en base a la funcién de potencia segun la
ecuaciéon (2) y el sistema de ecuaciones antes descrito con los primeros valores de aproximacion para los
parametros po Y qo.

Los valores de aproximacion se pueden mejorar ahora aun mas sin embargo iterativamente, tal y como se describe
en lo sucesivo. En un paso 36 puede determinarse un valor de absorbancia Eni, que corresponde a un valor de
aproximacioén para la absorbancia total a una longitud de onda entre 360 nm y 370 nm, por ejemplo, a 365 nm, es
decir en un rango, en que puede esperarse una mayor desviaciéon de la absorbancia real de los lipidos de la curva
de aproximacion:

EHIL:CH’5H1+C1'511+EL1 (10)

Las concentraciones Cy y C se determinaron arriba, el valor E, se origina de nuevo a partir de la ecuacién (2) con
los pardmetros po Y qo.

En un paso 37 puede entonces realizarse una comparacion entre el valor Eyy y el valor medido E1 real a esta
longitud de onda, para obtener una desviacion.

AE=El-E,, (11)

Cuando la desviacion AE sea mayor que un valor umbral predeterminado, por ejemplo 10 mE, puede determinarse
que la curva de aproximacién Lo calculada para las concentraciones de lipidos no se ha determinado lo
suficientemente exacta. En este caso puede realizarse en un paso 38 una correccién de la curva de aproximacion Lo.
Para esto puede corregirse el valor de absorbancia E;1 calculado, que describe la proporcion de absorbancia de los
lipidos a la longitud de onda de 365 nm, en torno a una proporcion porcentual de la desviacion AE. Por ejemplo,
puede afiadirse al valor de absorbancia E,; la mitad del valor de la desviacién AE. En base al valor de absorbancia
corregido E; puede determinarse entonces una curva de aproximacion corregida L con los parametros px y qx:

_InE4-In(E,, +AE/2)

T Tl A(E4)—In A(ED) (12)
_ E4
P ED (13)

Las ecuaciones (12) y (13) resultan ademas mediante aplicacion de los valores de E4 y el valor corregido E1+AE/2
en la ecuacién (2). Esto significa, que la curva de aproximacion Lo puede corregirse de tal manera que el valor
medido E4, por ejemplo, a la longitud de onda de 645 nm, se encuentra ademas sobre la curva de aproximacion
corregida Ly, es decir, el valor medido E4 se emplea como punto de anclaje para la curva de aproximacion.

La Fig. 5 muestra una representacion esquematica del diagrama de la Fig. 4, en que, ademas de la primera curva de
aproximacion Lo, se representa una curva de aproximacion Ly corregida. La curva de aproximacion corregida L tiene
particularmente en el rango de longitudes de onda azul y/o ultravioleta un desarrollo mas empinado que la primera
curva de aproximacioén Lo y es por consiguiente mas apropiada para reproducir la proporcion real de absorbancia de
los lipidos presentes en la muestra.
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En el paso 33b se pueden calcular entonces, analogamente a los calculos del paso 33a, las respectivas
proporciones de absorbancia Er1, Ei2, EL3 y Ea(= E4), de los lipidos en base a la curva de aproximacion corregida
L«. El procedimiento puede reiterarse con los pasos 34, 35, 36, 37, 38 y 33b, hasta que en el paso 37 se determine
gue la desviacion queda por debajo de un valor umbral predeterminado. En este caso se pueden dar en el paso 39
los valores de aproximacioén corregidos para las concentraciones de las sustancias en la muestra de fluido corporal.

En la Fig. 5 se representa para ello ejemplarmente una curva de aproximacion k.1 corregida en un posterior paso de
iteracion, que representa frente a la curva de aproximacion corregida Lx una mejor aproximacion a la proporcion real
de absorbancia de los lipidos presentes en la muestra.

La Fig. 6 muestra una representacion esquematica de un sistema 1 para la determinacion de las concentraciones de
sustancias en una muestra de fluido corporal, particularmente para llevar a cabo el procedimiento 30 mostrado en la
Fig. 3. El sistema 1 comprende un dispositivo de medida 2, un dispositivo de calculo 3, una memoria 4 y un
dispositivo de salida 5.

El dispositivo de medida 2 puede disefiarse para irradiar una muestra de fluido corporal conteniendo una primera y
segunda sustancias con un haz de luz a un gran nimero de longitudes de onda de la luz, y registrar un gran nimero
de valores medidos de la absorbancia de la muestra de fluido corporal al gran nimero de longitudes de onda. A tal
efecto, el dispositivo de medida 2 puede tener por ejemplo diodos emisores de luz o laser y los correspondientes
dispositivos sensores fotométricos.

El dispositivo de célculo 3 puede disefiarse para llevar a cabo los pasos 32, 33a, 34, 35, 36, 37, 38, 33b y 39 del
procedimiento 30 de la Fig. 3. particularmente se pueden dar los valores de aproximacion determinados para las
concentraciones de las sustancias a través del dispositivo de salida 5 a un usuario del sistema 1.

La memoria 4 puede disefiarse para almacenar valores predeterminados para el valor umbral y/o coeficientes de
absorbancia, que pueden cargarse al dispositivo de calculo 2 en caso de necesidad.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la determinacion de las concentraciones de lipidos (L) y de al menos otra sustancia (H) en
una muestra de fluido corporal, que comprende los pasos de:

a) irradiacion (31) de la muestra de fluido corporal con luz a una pluralidad de longitudes de onda y

b) captura de una pluralidad de valores medidos de la absorbancia de la muestra de fluido corporal a la pluralidad de
longitudes de onda;

caracterizado por los pasos de:
c¢) captura de un primer valor medido (E4) a una primera longitud de onda, a la que la absorbancia no causada por
lipidos sea poco significativa, y determinacién de la concentraciéon (C.) de los lipidos (L) mediante la divisién del

valor medido (E4) por el coeficiente de extincion especifico para lipidos (L);

d) determinacién (32) de una curva de aproximacion funcional de potencia (Lo) de la forma
EQ)=p- 1"

para la absorbancia de los lipidos (L) en base a un primer valor medido (E4) por determinacion del factor p a
exponente q predeterminado;

e) determinacién (34) de un primer valor de aproximacion (cu) de la concentracién de la segunda sustancia (H) en
base a un segundo valor medido (E2) y valores de la curva de aproximacion (Lo) a una segunda longitud de onda.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, con los pasos de:

f) determinacion de un valor de absorbancia (Eni) a una tercera longitud de onda en base al primer valor de
aproximacion (cn) y valores de la curva de aproximacion (Lo);

g) determinacién (36) de una desviacion (AE) del valor de absorbancia calculado (Eni) de un tercer valor medido
(E1) a la tercera longitud de onda;

h) correccion (38) de la curva de aproximacion (L) en base a la desviacién (AE) determinada; y

i) determinacién de la concentracién (cy) de la segunda sustancia (H) mediante correccion del primer valor de
aproximacion (cy) en base al segundo valor medido (E2) y valores de la curva de aproximacion corregida (Lk).

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, donde se determina ademas una tercera sustancia (I) en la muestra de
fluido corporal, ademas con los pasos de:

j) determinacion (35) de un segundo valor de aproximacion (c;) de la concentracion de la tercera sustancia (I) en
base al segundo valor medido (E2) y valores de la curva de aproximacion (Lo) a la segunda longitud de onda, asi
como de un cuarto valor medido (E3) y valores de la curva de aproximacion (Lo) a una cuarta longitud de onda; y

k) determinaciéon de la concentracion (c) de la tercera sustancia (I) mediante correccion del segundo valor de
aproximacion (C;) en base al segundo valor medido (E2), del cuarto valor medido (E3) y valores de la curva de
aproximacion corregida (L),

donde el valor de absorbancia (Eni.) se calcula adicionalmente en base al segundo valor de aproximacion (c)).

4. Procedimiento segun la reivindicacién 3, donde se reiteran los pasos del calculo del valor de absorbancia, de la
determinacion de la desviacion y de la correccién de la curva de aproximacion, del primer valor de aproximacion y
del segundo valor de aproximacion, hasta que la desviacion (AE) sea inferior a un valor umbral predeterminado.

5. Procedimiento segin la reivindicacién 4, donde la segunda sustancia (H) comprende hemoglobina y la tercera
sustancia (1) bilirrubina.

10
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6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 3 a 5, donde la primera longitud de onda se encuentra en el
rango entre 610 nm y 650 nm, la segunda longitud de onda en el rango entre 410 nm y 420 nm, la tercera longitud
de onda en el rango entre 360 nm y 370 nm y la cuarta longitud de onda en el rango entre 465 nm y 475 nm.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 4, donde el valor umbral predeterminado asciende a 10 mE.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 2 a 7, donde la correccion de la curva de aproximacion se lleva a
cabo de tal manera, que el primer valor medido (E4) se encuentra sobre la curva de aproximacion (Lo; Lk).

9. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 8, donde la irradiacion de la muestra de fluido corporal se
lleva a cabo con ayuda de diodos laser o emisores de luz y la captura del gran nimero de valores medidos (E1; E2;
E3; E4) con ayuda de un sensor fotométrico.

10. Sistema (1) para la determinacién de las concentraciones de sustancias en una muestra de fluido corporal, con:

i. un dispositivo de medida (2), que se disefia para irradiar una muestra de fluido corporal con haces de luz con un
gran nimero de longitudes de onda, y capturar un gran nimero de valores medidos de la absorbancia de la muestra
de fluido corporal al gran nimero de longitudes de onda; y

ii. un dispositivo de calculo (3), que se disefia para calcular una curva de aproximacion funcional de potencia (Lo) de
la forma

E(Q)=p-1*

para la absorbancia de los lipidos (L) en base a un primer valor medido mediante determinacion del factor p para un
exponente predeterminado g a una primera longitud de onda, a la que la absorbancia no causada por lipidos es poco
significativa, y determinar un primer valor de aproximacién (cH) de la concentracion de una segunda sustancia (H) en
base a un segundo valor medido y valores de la curva de aproximacion a una segunda longitud de onda.

11. Sistema (1) segun la reivindicacién 10, donde el dispositivo de calculo (3) se disefia para calcular un valor de
absorbancia (EwiL ) a una tercera longitud de onda en base al primer valor de aproximacion (cy ) y valores de la curva
de aproximacion (Lo ), determinar una desviacion (AE) del valor de absorbancia calculado (Eni) de un tercer valor
medido (E1) a la tercera longitud de onda, corregir la curva de aproximacion (L) en base a la desviacién (AE)
determinada y corregir el primer valor de aproximacion (cy) en base al segundo valor medido (E2) y valores de la
curva de aproximacion corregida (Lk).

12. Sistema (1) segun la reivindicacion 11, donde el dispositivo de medida (2) presenta diodos laser o emisores de
luz y un dispositivo sensor fotométrico.

13. Sistema (1) segun una de las reivindicaciones 11 y 12, donde el dispositivo de calculo (3) se disefia ademas para
determinar un segundo valor de aproximacién de la concentracion de una tercera sustancia (I) en base al segundo
valor medido y valores de la curva de aproximacién a una segunda longitud de onda, asi como de un cuarto valor
medido y valores de la curva de aproximaciéon a una cuarta longitud de onda, y corregir el segundo valor de
aproximacion en base al segundo valor medido y valores de la curva de aproximacion corregida, donde el valor de
absorbancia se calcula ademas en base al segundo valor de aproximacion.

14. Sistema (1) segun la reivindicacion 13, donde la muestra de fluido corporal comprende suero sanguineo o
plasma sanguineo, la segunda sustancia (H) hemoglobina y la tercera sustancia (1) bilirubina.

15. Sistema (1) segun una de las reivindicaciones 13 y 14, donde la primera longitud de onda se encuentra en el
rango entre 610 nm y 650 nm, la segunda longitud de onda en el rango entre 410 nm y 420 nm, la tercera longitud
de onda en el rango entre 360 nm y 370 nm y la cuarta longitud de onda en el rango entre 465 nm y 475 nm.

11
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