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DESCRIPCION
Método para estimar la concentracién de litio en muestras de biomaterial
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para estimar visualmente la concentracion de litio en un espécimen de
biomaterial tal como muestras de prueba de orina, suero, plasma y sangre y en una solucion acuosa tal como
muestras ambientales incluyendo agua depurada.

Técnicas anteriores

Se sabe que los estabilizantes del humor que contienen litio son eficaces en el tratamiento médico de enfermedad
maniaco-depresiva, epilepsia y trastorno bipolar, de modo que se usan ampliamente. Sin embargo, es necesario
controlar o limitar la concentracion de litio en una muestra de sangre de paciente dentro de un intervalo apropiado
limitado cuando se administran a pacientes.

En general, se prescribe un comprimido de carbonato de litio (administracién oral) como estabilizante del humor
junto con otro farmaco terapéutico para trastorno bipolar (psicosis maniaco-depresiva) o antidepresivo. Sin embargo,
el carbonato de litio (Li2COs3) tiene una caracteristica tal que su efecto administracion solo se presenta cuando la
concentracion de litio en sangre llega casi a un "nivel de envenenamiento por litio". En otras palabras, cuando se
administra el farmaco, es indispensable la monitorizacion farmacoterapéutica (TDM) para monitorizar la
concentracién de litio en sangre, puesto que un intervalo terapéutico estd muy préximo al nivel de veneno.

En la practica, es necesario controlar o limitar la concentracion de litio en una muestra de sangre de paciente dentro
de un intervalo limitado de desde 0,6 a 1,2 mEq/l. De hecho, cuando la concentracion de litio en suero es menor que
0,6 mEg/l, no se espera ningun efecto antidepresivo. Por el contrario, una administracién en exceso superior a 1,5
mEq/l de la concentracién de litio en plasma dara como resultado el envenenamiento por litio. La sobredosis da
como resultado una causa mortal de sintomas de envenenamiento incluyendo temblor, alalia, nistagmo, alteracién
renal y convulsion. Por lo tanto, cuando se observa un signo de sintomas latentemente peligrosos de
envenenamiento por litio, se debe detener el tratamiento con dicho farmaco que contiene litio y se debe volver a
medir la concentracién en plasma para tomar una medicién necesaria y para aliviar el envenenamiento por litio.

Por tanto, la sal de litio es un medicamento eficaz en el tratamiento de pacientes que padecen depresion, trastorno
bipolar, epilepsia o similares, pero la sobredosis da como resultado problemas graves. Por lo tanto, cuando se
administra un farmaco antidepresivo que contiene litio, es indispensable monitorizar la concentracion de litio en
suero y garantizar que la concentracion siempre se mantiene en un intervalo limitado de desde 0,6 a 1,2 mEq/I.

Por lo tanto, se pidi6 determinar la concentracion de litio en suero cuantitativamente y se han desarrollado varias
composiciones de reactivo liquidas que permiten la determinacion colorimétrica de litio para la prueba de laboratorio
clinico.

El documento patente 1 divulga una composicién de reactivo usada para medir la concentracion de litio en una
muestra biolégica usando cryptideinofa.

El documento patente 2 divulga un reactivo analitico que reacciona con ion de litio, que comprende un compuesto
macrociclico que tiene un anillo de pirrol y ocho atomos de bromo (Br) combinados en la posicion B del anillo de
pirrol.

El documento no patente 1 divulga que se puede detectar el ion litio por un compuesto en el que todos los
hidrégenos unidos a carbonos de tetrafenilporfirina se reemplazan por fluor.

Documentos de la técnica anterior

Documento patente 1: JP-A1-07-113807

Documento patente 2: EP 1283986 (B1)

Documento patente 3: Patente japonesa n.? 5100903

Documento no patente 1: Analytical Chemistry Vol.51, n.2 9, pp. 803-807 (2002); K. Koyanagi et al., "Synthesis of
F28 tetraphenylporphyrin and its use for separation and detection”

Sumario de la invencion

Problema a resolver por la invencién
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Las composiciones de reactivo de litio conocidas, sin embargo, tienen los deméritos o problemas de que son
composiciones venenosas, que las sustancias farmacéuticas son caras o no se suministran de manera estable y que
la mayoria de las sustancias farmacéuticas no se disuelven en agua o, incluso si son solubles, se desactivan en
agua, de modo que la reaccién de coloracion es muy lenta.

El documento patente 2 se desarroll6 para resolver los problemas anteriores y permite el uso de la técnica de
desarrollo de color. Sin embargo, el método del documento no patente 2 requiere una operacion de dilucién de un
espécimen puesto que la sensibilidad es demasiado alta y la especificacion de la composicién de reactivo de litio
requiere un intervalo de méas de pH 11, de modo que se deteriora facilmente con CO; en el aire y, por tanto, los
datos medidos no son estables. Todavia mas, no hay disponible ninguna soluciéon acuosa concentrada distinta de las
soluciones acuosas de hidréxido de sodio y de hidréxido de potasio para un intervalo de mas de pH 11 en usos
practicos, de modo que es dificil mantener una concentracién constante. Estas soluciones acuosas concentradas
son sustancias peligrosas que son dificiles de manipular, de modo que se debe evitar su uso. Se requieren
recipientes especiales para su almacenamiento y se requiere un equipo o instalacién especial a mayor escala en su
manipulacion. Por lo tanto, esta tecnologia es dificil de aplicar para la monitorizacién in situ y POCT (analisis de
diagnéstico inmediato).

La composicién de reactivo usada para la medicion de litio cuantitativamente divulgada en el documento patente 1
es completamente diferente de la presente invencion y se puede usar solo a pH 12. Como se establece
anteriormente, en un intervalo de mas de pH 11, no hay ninguna solucién acuosa concentrada practica distinta de
las de hidroxido de sodio y de hidroxido de potasio, que sean sustancias peligrosas que son dificiles de manipular y
se requiere un equipo o instalacién especial a mayor escala para su complemento.

El documento de Koyanagi et al., del documento no patente 1 ensena que el ion litio se puede separar y detectar
usando tetrafenilporfirina F28. Sin embargo, es necesaria la extraccién con cloroformo venenoso oleoso para realizar
la separacion y deteccién del ion litio. De hecho, fue imposible la determinacién directa de litio en solucién acuosa
sin un pretratamiento complicado. Por tanto, existia el problema de que fue imposible una medicion rapida y
cuantitativa del ion litio en suero. De hecho, la deteccion del ion litio en soluciones acuosas usando tetrafenilporfirina
F28 no es facil, de modo que la medicion cuantitativa del ion litio con este compuesto no se ha realizado hasta
ahora.

Los reactivos de litio convencionales requieren un instrumento de medicién de gran tamafio que tenga una fuente de
alimentacion tal como una maquina de analisis automatico bioquimico. Para superar dicho requisito, los autores de
la presente invencién desarrollaron un técnico divulgado en el documento patente 3. En el documento patente 3, la
composicién de reactivo de litio reivindicada permite medir la concentracion de litio (cuantitativamente) en soluciones
acuosas tales como espécimen de biomaterial y muestras ambientales por un instrumento pequefio tal como un
colorimetro o por deteccion visual a una temperatura habitual y a una presion normal.

Este método de medicién del documento patente 3 se basa en la deteccion de la diferencia en el nivel de
concentracién por el grado de concentracion en el mismo tono de color. Por ejemplo, se compara una diferencia de
concentracién en el color rojo y el color bermellén, por ejemplo. Por lo tanto, existe el problema de que no se puede
llevar a cabo de forma evidente la deteccion de litio en un intervalo més amplio o significativo, de modo que es dificil
usar el método de medicion del documento patente 3 para pacientes en los que se sospecha de intoxicacion por litio
tales como pacientes trasladados a urgencias en inspecciones de urgencia. De hecho, el método de medicion del
documento patente 3 es dificil de aplicar o usar en un estudio rapido sin instrumental.

La presente invencion se realizé en vista del problema mencionado anteriormente y proporciona un método que
puede inspeccionar la concentracion de litio de una solucién acuosa de especimenes de biomaterial tales como
orina, suero, plasma y sangre y de muestras ambientales, por observacion visual y usando la composicion de
reactivo de litio como reactivo de reaccion colorimétrica. En particular, la presente invencidn proporciona un método
para estimar el litio de forma evidente, simple y rapida en la inspeccién de urgencia en centros médicos.

Medios para resolver los problemas

Para resolver los problemas, la invencién de la reivindicacion 1 se refiere a un método para estimar la concentracion
de litio en una muestra de biomaterial, caracterizado por poner en contacto un espécimen con una solucién acuosa
de una composicién de reactivo de litio que comprende un compuesto representado por la siguiente férmula
estructural en la que todos los hidrégenos unidos a carbonos de una tetrafenilporfirina se reemplazan por fltor:
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un regulador de pH y un tampon de pH, por irradiar la solucién resultante con luz blanca y por detectar un cambio en
el tono de color por una observacién visual.

En el método de estimacion de litio de acuerdo con la presente invencion, se usa la composicion de reactivo de litio
en forma de una solucién acuosa que incluye el compuesto representado por la formula estructural mencionada
anteriormente en la que todos los hidrégenos unidos a carbonos de una tetrafenilporfirina se reemplazan por flior
usado como agente quelante, un disolvente organico miscible en agua y un regulador de pH. Esta solucién acuosa
se pone en contacto con un espécimen o una sustancia de prueba tal como un espécimen biolégico de origen
sanguineo incluyendo suero y plasma, orina y extracto celular o muestra ambiental para producir un complejo
quelato de coloracién con iones de litio en la sustancia de prueba, de modo que se desarrolla un cambio en el color
de un color amarillo a un color rojo. El color desarrollado depende de la concentracién de litio. De acuerdo con el
principio de la presente invencion, a continuacion se irradia la solucién resultante con una cantidad predeterminada
de luz blanca para producir una variacion de enantiotropia fotoquimica del ligando del quelato sin reaccionar, de
modo que se produce coloracién de un color verde dependiente de la concentraciéon de litio. Como resultado, se
puede observar un cambio de color evidente en un intervalo de la concentracion de litio de 0,0 mM a 4,5 mM en la
sustancia de prueba y este cambio evidente o brusco en el tono de color se puede detectar facilmente por
observacion visual. En el método de acuerdo con la presente invencion, la sustancia de prueba es una solucién
acuosa tal como una muestra de prueba de suero y plasma.

Ventajas de la invencién

En el método de acuerdo con la presente invencion, un espécimen o sustancia de prueba se pone en contacto con
una solucién acuosa de la composicion de reactivo de litio que incluye el compuesto representado por la formula
estructural mencionada anteriormente en la que todos los hidrégenos unidos a carbonos de una tetrafenilporfirina se
reemplazan por flor, un regulador de pH y un tampén del valor de pH, y a continuacion la solucién resultante se
irradia con o se expone a luz blanca (o luz monocromatica si es reaccionable). Se descubrié que se puede observar
un cambio de color intenso y brusco de color verde a color rojo a través de color amarillo de la solucion resultante en
un intervalo de 0,0 mM a 4,5 mM de la concentracion de litio en el espécimen. El cambio en el color depende de la
concentracién de litio. Por tanto, se puede determinar la concentracion de litio contenida en la solucién acuosa
anadida al espécimen por observacion visual. De hecho, la concentracion de litio en una sustancia de prueba de
suero o un espécimen de organismo vivo se puede detectar o estimar rapidamente a simple vista, debido a que el
desarrollo de color es intenso y brusco como se menciona anteriormente y debido a que una cantidad de litio en la
sustancia de prueba de suero o un espécimen de organismo vivo se puede determinar rapidamente usando un
espectrofotometro pequefo de tipo comun. La informacion resultante se puede usar ademas como indice de control
en la TDM, por ejemplo. EI método de medicion de litio de acuerdo con la presente invencion es aplicable a un
andlisis cuantitativo de un gran nimero de sustancias de prueba en un analizador automatizado de bioquimica
clinica en un tiempo corto.

El método de acuerdo con la presente invencion permite detectar o medir la concentracién de litio por observacion
visual a través de un cambio en el tono de color, usando la composicion de reactivo de litio como reactivo de
reaccion colorimétrica y poniéndola en contacto con una soluciéon acuosa de espécimen de materia viva tal como
orina, suero, plasma y sangre o de una muestra ambiental, en oposicién a las técnicas convencionales para medir la
concentracién de litio en las que se necesitaba una maquina de uso particular de gran tamano.

En particular, al usar la presente invencion, la concentracion de litio en el caso de la inspeccién de urgencia en un
centro médico se puede estimar rapidamente de inmediato después de que se extraiga suero como espécimen.

Breve explicacion de los dibujos

[Figura 1] Una tabla para calcular la concentracién 6ptima de tetrafenilporfirina F28 de acuerdo con la presente
invencion.

[Figura 2] Un gréafico de espectrofotometro de luz ultravioleta-visible obtenido en el resultado del ejemplo 1 de
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acuerdo con la presente invencion.

[Figura 3] Un grafico de la curva de calibracion a diferentes longitudes de onda en el ejemplo 1 de acuerdo con la
presente invencion.

[Figura 4] Un gréafico que muestra los cambios en el espectro (reacciéon colorimétrica) cuando se forma el complejo
tetrafenilporfirina F28-litio en el ejemplo 1 de acuerdo con la presente invencion.

[Figura 5] Un grafico que muestra una correlacion entre los valores medidos de las muestras de suero en el ejemplo
1 de acuerdo con la presente invencion y los valores medidos obtenidos por el método de absorcion atomica
(método convencional).

[Figura 6] [Tabla 1] que muestra una comparacion con los valores medidos obtenidos usando un analizador
automatizado en el que se usaron las muestras de suero de control.

[Figura 7] [Tabla 2] que muestra una influencia sobre los valores medidos provocada por la hemoglobina hemolitica
por la correccién de la longitud de onda secundaria de acuerdo con la presente invencién.

[Figura 8] [Tabla 3] que muestra la evaluaciéon de la concentracién de litio por observacién visual en la técnica
anterior.

[Figura 9] [Tabla 4] que muestra la evaluacion de la concentracion de litio por observacion visual de acuerdo con la
presente invencion.

[Figura 10] Un dibujo ilustrativo de una unidad para irradiar una sustancia de prueba con luz blanca de acuerdo con
la presente invencion.

[Figura 11] Un grafico que muestra una influencia de la irradiacioén sobre la duracién temporal requerida para finalizar
la reaccion de tautomerizacién fotoquimica de acuerdo con la presente invencion.

[Figura 12] Un gréafico del espectro de absorcion de electrones de un tautémero fotoquimico originado a partir de
tetrafenilporfirina F28.

[Figura 13] Un gréafico del espectro de absorcion de electrones después de que se irradiara el complejo de
tetrafenilporfirina F28.

Modo de llevar a cabo la invencion
Los inventores estudiaron composiciones de reactivo de litio que se pueden usar para estimar una concentracién de

litio en suero y plasma sanguineo de forma cuantitativa y mas simple y se centraron en un compuesto representado
por la siguiente férmula general:

en la que todos los atomos de hidrégeno unidos a carbonos de un anillo de tetrafenilporfirina se reemplazan por
atomos de fldor (el compuesto anterior se denomina en el presente documento "tetrafenilporfirina F28") teniendo el
numero total de flior de 28, entre el compuesto macrociclico divulgado en el documento no patente 1, y
descubrieron la composicion de reactivo de litio usada en el método de acuerdo con la presente invencion.

El documento patente 2 divulga composiciones de reactivo de litio similares que comprenden un compuesto
macrociclico que tiene anillos de pirrol en los que ocho atomos de bromo (Br) estan unidos a la posicion  del anillo
de pirrol, para proporcionar un reactivo analitico que puede reaccionar con iones de litio. Sin embargo, es dificil que
este compuesto reaccione con litio si el pH no esta en la zona alcalina por encima de pH 11. En el caso de la
tetrafenilporfirina F28 divulgada en el documento patente 3, la reaccion se produce en un intervalo de pH 5 a pH 12,
de modo que la tetrafenilporfirina F28 se usa como reactivo quelante en la presente invenciéon para determinar la
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cantidad de iones litio en un sistema acuoso.

La presente invencién permite estimar de forma visual y evidente. En primer lugar se explica esta composicion de
reactivo de litio usada en la medicién cuantitativa.

En la presente invencion, la composicion de reactivo de litio mencionada anteriormente, en especial el compuesto
mencionado anteriormente en el que todos los atomos de hidrégeno unidos a carbonos de un anillo de
tetrafenilporfirina se reemplazan por atomos de fluor, que funciona como un agente quelato (agente colorante)
produce un complejo de desarrollo de color de litio-quelato con los iones de litio en una solucién acuosa tal como un
espécimen de biomaterial y en una muestra ambiental, de modo que solo el ligando de quelato sin reaccionar se
cambia a un isémero estructural como tautémero fotoquimico cuando se irradia o se expone a luz blanca que tiene
una luminancia predeterminada. La solucién resultante muestra un color verde cuando la concentracién de litio en el
espécimen es menor que 0,5 mEg/l (= mol/l), un color amarillo cuando la concentracién de litio es superior de 0,5
mEqg/l a 1,5 mEq/l, y un rojo color cuando la concentracion de litio es mayor que de 1,5 mEqg/l a 1,5 mEqg/l. Este
cambio de coloracién corresponde convenientemente a los niveles de valor umbral de la regién de control y de la
region de envenenamiento, de modo que la concentracién de litio se puede evaluar o detectar de forma evidente por
observacion visual y/o colorimetria.

Los inventores también descubrieron que la concentracién 6ptima de la tetrafenilporfirina F28 en la composicion de
reactivo de litio es de 0,1 a 1,0 g/l, preferentemente de 0,5 g/l para las muestras de prueba usadas en la presente
invencion para distinguir las concentraciones de litio correspondientes a la region de control y a la regién de
envenenamiento.

En relacién con el regulador de pH usado en la presente invencion, el compuesto de tetrafenilporfirina F28 que es un
agente colorante (agente quelato) de la presente invencion no se acopla con los iones de litio en la zona éacida de
valor de pH menor que 5,0, y por lo tanto no se produce cambio de color, de modo que la deteccion cuantitativa de
litio es dificil.

En un intervalo de entre pH 5 y pH 7, se produce una reaccién especifica entre el desarrollador de color y el ion de
litio pero la velocidad de reaccion de coloracion es lenta. En un intervalo de entre pH 8 y pH 11, el desarrollador de
color reacciona con el ion de litio rAapidamente y se puede formar un complejo de coloracion estable. En la zona
alcalina mayor que pH 11, un tono de color del reactivo quelante y del complejo de coloracion formado se vuelve
inestable con el tiempo. Esto puede estar provocado por la absorcién de didxido de carbono en el aire, de modo que
el pH fluctta. Por lo tanto, es necesario usar un modificador de pH o tamp6n de pH que pueda mantener el pH de la
composicién de reactivo de litio de acuerdo con la presente invencion en un intervalo de pH 7 a pH 12,
preferentemente de pH 8 a pH 11.

El modificador de pH se puede seleccionar de medicamento alcalino, incluyendo hidroxido de sodio, hidréxido de
potasio y amoniaco, medicamento acido, incluyendo &cido acético, acido fosférico, acido citrico, acido carbénico,
acido bicarbonico, acido oxalico, acido clorhidrico, acido nitrico y sus sales. El modificador de pH puede ser un
tampon de pH y se puede seleccionar de acido citrico, acido carboénico, acido bicarbénico, acido fosférico, acido
succinico, &cido ftalico, cloruro de amonio, hidréxido de sodio, hidroxido de potasio, MES como tampdn de Good,
Bis-Tris, ADA, PIPES, ACES, MOPSO, BES, MOPS, TES, HEPES, DIPSO, TAPSO, POPSO, HEPPSO, EPPS,
Tricine, Bicine, TAPS, CHES, CAPSO, CAPS y sus sales.

La composicién de reactivo de litio de acuerdo con la presente invencion presenta la reaccion colorimétrica
especifica para litio en un intervalo de pH 5 a pH 12 incorporando el modificador de pH.

Es indispensable que el disolvente (disolvente polar) usado en la presente invencion sea un disolvente organico que
sea compatible con agua. El disolvente puede ser una soluciéon que consiste principalmente en disolvente organico o
una soluciéon acuosa en la que se afade un disolvente organico, siempre que el disolvente se pueda mezclar
uniformemente con una solucién acuosa tal como suero, plasma sanguineo y eluido, que sea una muestra de
prueba. De hecho, puesto que una muestra de prueba que se va a medir esta en forma de una solucién acuosa, es
deseable que la composicion de reactivo esté en forma de una solucién acuosa.

El disolvente organico se elige preferentemente de dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF) vy
dimetilacetamida (DMA).

En los productos reales, se incorpora un estabilizante adecuado en la composicion de reactivo de acuerdo con la
presente invencion. En un modo de realizacién, se usa un tensioactivo como estabilizante. El tensioactivo mejora la
dispersabilidad del compuesto de tetrafenilporfirina F28 y evita las suspensiones originadas a partir de la muestra
durante la reaccion de coloracién. Por lo tanto, se usa el estabilizante para garantizar dicho efecto.

El estabilizante puede ser un tensioactivo no idnico o un tensioactivo anionico. El tensioactivo no iénico puede ser
éster de acido graso de sorbitano, éster parcial de acido graso de pentaeritritol, éster de mono-acido graso de
propilenglicol, monoéster de acido graso de glicerol, éter alquilico de polioxietileno, éter alquilfenilico de
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polioxietileno, polioxietilenpolioxipropilenglicol, éster parcial de acido graso de polioxietileno, éster parcial de acido
graso de polioxietilensorbitol, éster de acido graso de polioxietileno, dietanolamida de &cido graso, etanolamida de
acido graso, amida de acido graso de polioxietileno, éter octilfenilico de polioxietileno (Triton X-100 ®), p-
nonilfenoxipoliglicidol o sus sales. Los tensioactivos no iénicos preferentes son éter octilfenilico de polioxietileno
(Triton X-100®) y p-nonilfenoxipoliglicidol.

El tensioactivo ani6nico como estabilizante puede ser una sal de éster de alquilsulfato, sal sulfato de éter
polioxietilenalquilico, sal sulfato de éter polioxietilenfenilico, alquilbencenosulfonato y alcanosulfonato. El tensioactivo
anionico tipico se selecciona de dodecilsulfato de sodio, dodecilbencenosulfonato de sodio y sulfato de éter
polioxietilenalquilfenilico de sodio.

La composicion de reactivo de litio de acuerdo con la presente invencion puede contener mas de un reactivo de
enmascaramiento, para evitar la alteracion provocada por otros iones distintos de litio, que pueden estar presentes
en la muestra, para suprimir la oxidacion de la composicion de reactivo y para mejorar la estabilidad en
almacenamiento. El reactivo de enmascaramiento puede no ser necesario si hay pocos iones distintos de litio.

El reactivo de enmascaramiento que se puede afadir a la composicion de reactivo de litio de acuerdo con la
presente invencibn se puede seleccionar de ftrietanolamina, etilendiamina, N,N,N',N'-tetraquis(2-
piridilmetil)etilendiamina (TPEN), piridina, 2,2-bipiridina, propilendiamina, dimetilentriamina, acido dimetilentriamin-
N,N,N',N",N"-pentaacético (DTPA), trimetilentetramina, &cido trimetilentetramin-N,N,N',N",N",N"-hexaacético
(TTHA), 1,10-fenantrolina, acido etilendiamintetraacético (EDTA), acido O,O'-bis(2-aminofenil)etilenglicol-N,N',N'-
tetraacético (BAPTA), N,N-bis(2-hidroxietil)glicina (Bicine), acido trans-1,2-diaminociclohexan-N,N,N',N'-tetraacético
(CyDTA), acido 0O,0'-bis(2-aminoetil)etilenglicol-N,N,N',N'-tetraacético (EGTA), acido N-(2-hidroxil)iminodiacético
(HIDA), éacido iminodiacético (IDA), &cido nitrilotriacético (NTA), trimetilfosfonato de nitrilo (NTPO) y sus sales.
Preferentemente, se usa trietanolamina.

La composicion de reactivo de litio de acuerdo con la presente invencidén puede incluir antisépticos para evitar la
degradacién provocada por microorganismos. Los antisépticos no estan especialmente limitados y pueden ser acida
de sodio y Procline®. Una cantidad de antisépticos no esta especialmente limitada y puede ser una concentracion
usada en general como antiséptico. Por ejemplo, en el caso de la acida de sodio, la cantidad de antisépticos es de
aproximadamente un 0,1 % en masa con respecto a una soluciéon de reaccion. Los antisépticos se prescriben
normalmente para productos que se almacenan durante una duracion mas prolongada.

Para garantizar un almacenamiento prolongado, la composicién de reactivo de litio de acuerdo con la presente
invencion se puede almacenar por separado en forma de un kit para medir el reactivo de litio que comprende dos
reactivos separados que se mezclan justo antes de la medicion para realizar la composicion de reactivo de litio. De
hecho, un primer reactivo comprende el modificador de pH y el estabilizante, mientras que un segundo reactivo
comprende el compuesto representado por la siguiente formula general:

en la que todos los atomos de hidrégeno unidos a carbonos de un anillo de tetrafenilporfirina se reemplazan por
atomos de fluor, el disolvente organico miscible en agua, modificador de pH o tampén de pH y el reactivo de
enmascaramiento.

La composicion de reactivo de litio usada en el método de medicién de litio de acuerdo con la presente invencion es
una solucion acuosa que contiene el compuesto representado por la férmula estructural mencionada anteriormente
en la que todos los hidrégenos unidos a carbonos de una tetrafenilporfirina se reemplazan por flior, como agente
quelato, un disolvente organico miscible en agua y un regulador de pH. Cuando la solucién acuosa se pone en
contacto con iones de litio en una muestra de prueba de suero y de plasma, se observa un cambio en el tono de
color provocado por un complejo de litio producido. Si la solucién acuosa se irradia con una luz que tiene una
intensidad predeterminada, se puede observar un color verde intenso provocado por la tetrafenilporfirina F28 que no
reacciond con los iones de litio. Por otra parte, un color rojo desarrollado con el complejo de desarrollo de color entre
porfirina F28 e iones de litio permanece sin cambios. Como resultado, se puede observar un cambio de color intenso
evidente de color verde a color rojo a través de color amarillo en un intervalo de concentracion de litio de 0,0 MM a
4,5 mM. La presente invencién se realizé por este hallazgo y se basa en un principio de cambio de color intenso
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evidente. En el método de medicién de litio de acuerdo con la presente invencién, el cambio en el tono de color
intenso evidente en un espécimen de una solucién acuosa que contiene una muestra de prueba de suero y plasma
se puede observar o detectar facilmente a simple vista.

De forma alternativa o adicional, se puede medir la absorbancia y el espectro del complejo de litio usando la
composicién de reactivo de litio sin o con el método de medicién de litio por observacion visual. O, se puede calcular
un valor cuantitativo en un espécimen desconocido a partir de concentraciones de litio conocidas en las muestras
estandar. En particular, en la absorbancia y el espectro del complejo de litio, se mide la sensibilidad a una longitud
de onda de mediciéon de 560 nm o en su intervalo de longitud de onda cercana de desde 530 nm a 550 nm. O, se
mide la sensibilidad a una longitud de onda de medicién de 570 nm o en un intervalo de longitud de onda proxima de
565 nm a 650 nm para determinar la concentracién de litio.

En el método de medicién divulgado en la técnica anterior mencionada anteriormente, se pone en contacto una
muestra de prueba de suero y plasma con la composicién de reactivo de litio y se mide el desarrollo de color
resultante del complejo de litio o absorbente o espectro. Se mide la sensibilidad resultante preferentemente a una
longitud de onda de 560 nm o un intervalo de longitud de onda cercana de 530 nm a 550 nm en el espectro, o0 se
mide la sensibilidad resultante a una longitud de onda de 570 nm o en un intervalo de longitud de onda préxima de
565 nm a 650 nm para determinar un valor cuantitativo de litio. AUn mas, puesto que el cambio en el tono de color de
amarillo a rojo es muy brusco, se puede estimar el nivel de concentracién por observacion visual o a simple vista. En
la técnica convencional, se necesitaba una maquina de uso particular de gran tamafo para medir la concentracion
de litio.

Ahora se describe el ejemplo 1 de la composicion de reactivo de litio usada en la presente invencion.
Ejemplo comparativo 1
(Muestra de composicion de reactivo de litio 1)

En este ejemplo 1, en primer lugar se prepar6 un primer reactivo como solucién de tampén de pH y un segundo
reactivo como solucién de reactivo de coloracién. A continuacién, se mezclaron dos reactivos de los primero y
segundo reactivos justo antes de la operacién de mediciéon para preparar una composicién de reactivo de litio de
acuerdo con la presente invencion. Aunque estos dos reactivos se pueden almacenar en forma de mezcla, es
aconsejable almacenarlos por separado y mezclarlos justo antes de la operacion de medicién para evitar el deterioro
de los reactivos durante una larga duracion de almacenamiento.

Ahora se explica en detalle como preparar la composicion de reactivo de acuerdo con la presente invencién.

Para empezar, se prepara el primer reactivo (solucion de tampén de pH). Lo siguiente es la composicion del primer
reactivo.

(1) Primer reactivo (como estabilizante y solucion de tampén):

- reactivo quelante: ninguno

- disolvente orgéanico: ninguno

- estabilizante (dispersante: tensioactivo no iénico): 1,0 % en peso de TritonX-100® (éter polioxietilenoctilfenilico)
- reactivo de enmascaramiento: 10 mM de trietanolamina

En una mezcla de los componentes anteriores, se afiadié un 7 % en peso de cloruro de amonio para ajustar a pH
10. A continuacion, se incrementé el volumen total hasta 1 litro con agua depurada y se almacen6 en un recipiente
de almacenamiento habitual. Si una proporcién de TritonX-100® (éter polioxietilenoctilfenilico) es menor que un 1,0
% en peso, se puede producir turbidez en algunos casos. Por el contrario, si se usa estabilizante en exceso, se
generara espuma en un recipiente de reactor. Dicha turbidez o formacion de espuma puede influir en la
reproducibilidad de la medicion, de modo que es preferente un intervalo de un 0,1 a un 5,0 % en peso y es mas
preferente un 1,0 % en peso.

En este ejemplo, el reactivo de enmascaramiento es 10 mM de trietanolamina. Si una cantidad del reactivo de
enmascaramiento es escasa, no se obtendra un efecto de enmascaramiento satisfactorio en dichas muestras que
contienen iones extrafos en exceso distintos de litio. Por el contrario, el reactivo de enmascaramiento en exceso
enmascarara el propio ion de litio, dando como resultado una causa de errores en la mediciéon. Por lo tanto, es
preferente un intervalo de 1,0 a 100 mM y es mas preferente 10 mM.

El segundo reactivo (solucion de reactivo de desarrollo de color) se produce como sigue.
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(2) Segundo reactivo (como solucién de reactivo de desarrollo de color):

- reactivo quelante: 0,5 g/l de tetrafenilporfirina F28

- disolvente organico: 20 % en peso de dimetilsulféxido (DMSO)

- estabilizante (dispersante: tensioactivo no iénico): 1,0 % en peso de TritonX-100® (éter polioxietilenoctilfenilico)
- reactivo de enmascaramiento: 10 mM de trietanolamina

En una mezcla de los componentes anteriores, se anadié 0,05 M (mol/l) de MOPS (tamp6n de Good) para ajustar a
pH 7,0. A continuacién, se incremento6 el volumen total hasta 1 litro con agua depurada y se almacend la solucién
resultante en un recipiente de almacenamiento habitual.

En la medicién cuantitativa de litio en suero de la prueba de laboratorio, se pide la precision de la concentracion de
litio en un intervalo mas amplio de 0,6 mM a 3 mM. En el ejemplo 1, se descubri6 que se puede realizar una
medicién precisa cuando la concentracion del compuesto de tetrafenilporfirina F28 se establece en un intervalo de
0,1 a 1,0 g/l, preferentemente de 0,5 g/l, para la concentracion de litio mencionada anteriormente. De hecho, en el
intervalo de concentracion de litio de 0,6 mM a 3 mM, se puede realizar la medicion del litio en el intervalo de 0,1 a
1,0 g/l, preferentemente de 0,5 g/l en la composicidon de reactivo final. Si la concentracion es menor que el limite
anterior, la reaccion entre tetrafenilporfirina F28 e ion de litio no avanza suficientemente. Por el contrario, si la
concentracién excede el limite anterior, se producira otro problema de incremento en la absorbancia de un blanco
del compuesto de tetrafenilporfirina F28. Por lo tanto, se usa preferentemente la concentraciéon de 0,5 g/l.

En mas detalle, la reaccidn entre tetrafenilporfirina F28 e ion de litio es una reacciéon de una proporcién molar igual
de 1:1 para formar un complejo de quelato. Cuando se hace reaccionar una muestra de prueba que contiene 3 mM
de litio con la composicién de reactivo de acuerdo con la presente invencion en la condicion del ejemplo 1, la
concentracion de litio en el sistema de reaccion se convierte en 0,02 mM. Por lo tanto, la concentracion del
compuesto de tetraporfirina F28 debe existir a una concentracién mayor que 0,02 mM para efectuar la reaccion
suficientemente (ni demasiado ni muy poco).

En la reaccion de formacién de complejo (reaccion de coloracion) entre un reactivo quelante e iones metélicos, es
necesario en general usar el reactivo quelante (tetrafenilporfirina F28) en una cantidad de desde moles iguales a 10
veces mas moles con respecto a un reactivo o un objeto que se va a someter a prueba (litio). Como se muestra en la
figura 1 que muestra las concentraciones Optimas de tetrafenilporfirina F28, se prepara la composicion de reactivo
de tal manera que la concentracion de tetrafenilporfirina F28 durante el tiempo de reaccion pasa de moles iguales a
10 veces. En la practica, es preferente usar una concentracién del reactivo quelante en la composicion de reactivo
de 0,5 g/l (5 veces) en lugar de 0,1 g/l (mismo tamafo) para permitir su uso en condiciones de medicién mas
amplias, debido a que los parametros de las dosificaciones para medir la reaccién de una cantidad anadida de la
composicion de reactivo y de una cantidad de muestra que se va a someter a prueba dependen del aparato de
medicién y valores umbrales deseados y varian. Por ejemplo, en el caso de un aparato de medicién con una
precision de medicion que no es tan alta, se puede incrementar una cantidad de muestra de dos veces a cinco veces
la del ejemplo 1. Para preparar dichos casos, es aconsejable usar la concentracién de 0,5 g/l (5 veces) de la
composicién de reactivo que es suficiente cantidad de reactivo para la reaccién. La cantidad en exceso mayor que
10 veces no tiene ninguna ventaja porque un incremento en la cantidad del reactivo puede no tener una ventaja
significativa en la cinética de la reaccion de coloracion, sino mas bien incrementar un problema de elevacion del
nivel de blanco.

Lo que se necesita es satisfacer la condicion de reaccién en la proporcion molar entre el reactivo quelante y el litio.
Por ejemplo, cuando la concentracién de reactivo quelante (tetrafenilporfirina F28) en el segundo reactivo es de 1,0
g/l, se puede reducir a la mitad una cantidad del segundo reactivo que se afade a la reaccién. O, cuando una
cantidad de muestra se reduce a la mitad, se puede reducir a la mitad una cantidad del reactivo quelante.

En el ejemplo 1, la concentracion de tetrafenilporfirina F28 es de 0,5 g/l. La concentracién o6ptima de
tetrafenilporfirina F28 es de 0,1 a 1,0 g/l que satisface la condicién de reaccion en moles y disminuye el nivel de
blanco al minimo.

Una cantidad de dimetilsulféxido (DMSO) es de un 5 a un 30 % en peso. Cuando esta cantidad es mas escasa, la
dispersion de tetrafenilporfirina F28 en una solucién se vuelve mala. Por el contrario, si hay cantidad en exceso de
dimetilsulféxido da como resultado un incremento del disolvente organico en la composicién de reactivo. Por lo tanto,
una cantidad preferente es de un 20 % en peso. Cuando se desea reducir la cantidad de disolvente organico, se
puede usar una cantidad menor que un 10 % en peso sin ningun problema.

La tetrafenilporfirina F28 usada en este ejemplo 1 tiene una estructura representada por la siguiente férmula:
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en la que todos los hidrogenos unidos a carbonos de una tetrafenilporfirina se reemplazan por atomos de fltor.

(3) Ahora, se explicara como se prepara una curva de calibracién de la composicion de reactivo de litio preparada
mezclando el primer reactivo con el segundo reactivo para muestras con concentraciones de litio que son conocidas.

En el ejemplo 1, se afiadieron 720 pl del primer reactivo (soluciéon de tampdén) y 240 ul del segundo reactivo (solucion
de reactivo de coloracién) a 6 ul de una muestra. En este caso, el primer reactivo tiene una capacidad tamponadora
a pH 10. Después de que se mezclen los reactivos primero y segundo y la muestra, la mezcla resultante de un
liquido de prueba tiene aproximadamente pH 10.

Por tanto, cuando se usa tetrafenilporfirina F28 de acuerdo con la presente invencién como reactivo quelante, se
puede llevar a cabo la reaccion de desarrollo de color en un intervalo de pH de desde pH 5 a pH 10. De hecho, la
presente invencién proporciona un reactivo para la medicién de litio que posee una fuerte accion tamponadora del
pH en un intervalo de pH menor que 10, de modo que se puede reducir la fluctuacion del pH provocada por la
absorcion del CO; en el aire. Y por lo tanto, se puede evitar un efecto adverso para los valores medidos, y es posible
almacenar los reactivos de medicion en recipientes de uso general.

Es posible mezclar el primer reactivo con el segundo reactivo justo antes de su uso y anadir la mezcla resultante al
mismo volumen de muestra. En este caso, se pueden anadir 940 ul de la mezcla liquida a 6 ul de una muestra.

Se afnadié una muestra de prueba a la mezcla resultante de pH 10 para efectuar una reaccién a temperatura
ambiente durante 10 minutos y a continuacién se midié una absorbancia a 550 nm por un espectrofotémetro de luz
ultravioleta-visible (HITACHI, tipo U-3900), siendo el blanco la muestra de prueba. La figura 2 muestra el resultado
que es una relacién entre la absorbancia y la concentracién de Li (mg/l). La figura 4 es un grafico que muestra el
cambio en el espectro en un intervalo de luz visible cuando se forma el complejo de tetrafenilporfirina F28-litio.

Para el complejo metélico de tetrafenilporfirina, se obtiene la sensibilidad méaxima a un intervalo de longitud de onda
de la denominada banda de Soret (aproximadamente de 380 nm a 460 nm). Sin embargo, en la presente invencion,
no se usa este intervalo de banda de Soret, pero se usa una longitud de onda de 550 nm o en el intervalo préximo
de 530 nm a 560 nm, de modo que no son necesarios ni una operacion de dilucion complicada ni medios de dilucién
0 una instalacion auxiliar en la presente invencion.

Como se muestra en la figura 3 que es un grafico que muestra una relacion entre la concentracion de Li (mg/dl) y la
absorbancia (longitud de onda de 380 nm (*), 415 nm (x), 550 nm (+)), se puede obtener una mejor linealidad en la
curva de calibracion cuando se usa una longitud de onda de 550 nm o en el intervalo préximo de 530 nm a 560 nm
en comparacién con otros casos cuando se usan las longitudes de onda de la denominada banda de Soret. Por lo
tanto, se puede calcular facilmente la concentracion precisa por un colorimetro o espectrofotémetro simple. Aldn
mas, el cambio de color de amarillo a rojo es muy brusco, de modo que se puede detectar facilmente un nivel de la
concentracién a simple vista. En la técnica convencional, es necesario un aparato de gran escala para uso exclusivo
para medir la concentracién de litio, mientras que, en la presente invencion, se puede medir facilmente la
concentracién de litio por un colorimetro portatii o espectrofotometro de luz ultravioleta-visible que se usa
ampliamente. Se puede construir la presente invencién en forma de un kit POCT.

En el gréfico de la figura 3, se afadieron los mismos reactivos del 1% reactivo y 2° reactivo usados en el ejemplo 1
efectuados a una longitud de onda de 550 nm (¢) para el intervalo de banda de Soret de 405 nm (*) y 415 nm (x). Sin
embargo, en el caso de la longitud de onda de 405 nm y 415 nm, se diluy6 el espécimen a 5 veces debido a que la
sensibilidad era demasiado alta. La figura 3 revela un hecho tal que se puede obtener una curva de calibracién lineal
en el caso de 550 nm de la presente invencion, mientras que las curvas de calibracion para la longitud de onda de
405 nm y 415 nm no tienen curvas lineales.

La figura 4 muestra cambios en el espectro cuando se forma el complejo de tetrafenilporfirina F28-litio. Se confirma
de forma evidente en la figura 4 que la absorbancia se incrementara linealmente con el incremento en la
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concentracién de litio de 6 mg/dl a 1,2 mg/dl, 1,8 mg/dl, 2,4 mg/dl y 3,0 mg/dl. Un pico de absorcion de 415 nm
(banda de Soret) que es tipico para el complejo de porfirina-metal y un pico de absorcion de 550 nm (mostrado en la
figura 4) se incrementan y un pico de absorcion de 570 nm (mostrado también en la figura 4) disminuye en
proporcion a la concentracién de litio. Por lo tanto, se puede calcular una diferencia en la absorbancia en estos picos
de absorcién. En la presente invencién, la longitud de onda de 550 nm se usa preferentemente como una longitud de
onda de medicion fotométrica debido a una buena linealidad en la curva de calibracién.

Es posible seleccionar un intervalo de longitud de onda de 540 nm a 560 nm como el intervalo de medicion
fotométrica en lugar de la longitud de onda de 550 nm usada en el ejemplo 1. De hecho, puede que algunos equipos
de medicién no tengan un filtro fotométrico para 550 nm. En dicho caso, se puede seleccionar la longitud de onda de
medicién fotométrica a partir de un intervalo de longitud de onda en la proximidad tal como de 540 nm o 560 nm
donde la sensibilidad también es alta. También se puede usar una longitud de onda de 570 nm como longitud de
onda de medicion fotométrica, ya que la disminucién en la sensibilidad de la absorbancia a 570 nm también es
cuantitativa como se muestra en la figura 4. Por lo tanto, también se puede calcular una diferencia en la absorbancia
(A Abs) a 570 nm con una referencia del reactivo como blanco.

En el raro caso de que se produzcan algunos contaminantes que interfieran a la longitud de onda de 550 nm en una
muestra de paciente y se produzcan datos erréneos a la longitud de onda de 550 nm, es posible seleccionar una
longitud de onda de 570 nm o en la proximidad de desde 565 nm a 650 nm como la longitud de onda de medicion
fotométrica para evitar dicho problema y calcular la concentracién de litio de una disminucion en la sensibilidad como
diferencia en la absorbancia.

Ahora, se explicara un método para corregir un error de medicion en el método de medicion de litio de la presente
invencion.

Se sabe que se observan dos picos de absorcion (banda beta y banda alfa respectivamente) provocados por
hemoglobina que es un factor de perturbacién aproximadamente a 540 nm y aproximadamente de 560 nm a 650 nm
para una sustancia de prueba tal como suero hemolizado. Se descubrié6 que se produce un error positivo con
respecto a un valor medido real cuando se pone en contacto una sustancia de prueba que contiene una
concentracién alta de hemoglobina con la composicién de reactivo de acuerdo con la presente invencion, debido a
que la absorcién a 540 nm que se origina de bandas beta y alfa de hemoglobina se solapa con la absorciéon a 550
nm que es una longitud de onda de acuerdo con la presente invencién.

A saber, se produce el error positivo provocado por la hemoglobina en una sensibilidad medida a 550 nm que es el
total de (una sensibilidad del complejo de litio-tetrafenilporfirina F28 a 550 nm) + (una sensibilidad de hemoglobina a
550 nm).

Se destaca un hecho tal que una proporcion de dos sensibilidades de hemoglobina a 550 nm y a 600 nm es casi la
misma. En otras palabras, la sensibilidad de hemoglobina a 550 nm es igual a una sensibilidad de hemoglobina a
600 nm, de modo que la sensibilidad de hemoglobina a 550 nm se puede anular por la sensibilidad de hemoglobina
a 600 nm. Por lo tanto, se puede obtener una sensibilidad correcta a 550 nm por una ecuacioén de la sensibilidad: La
sensibilidad a 550 nm = una sensibilidad del complejo de litio-tetrafenilporfirina F28 a 550 nm + una sensibilidad de
hemoglobina a 550 nm - una sensibilidad de hemoglobina a 600 nm.

Ahora, se explicara cdémo medir correctamente la concentracién de litio con la composicion de reactivo de litio de
acuerdo con la presente invencién a partir de los datos experimentales del ejemplo 1.

Resultados del experimento en espectrofotémetro de luz ultravioleta-visible (modelo HITACHI, U-3900)

La figura 2 muestra un resultado del experimento medido por un espectrofotometro de luz ultravioleta-visible
(HITACHI, modelo U-3900) Un eje de abscisas es las concentraciones de iones de litio conocidas (concentracion de
Li, mg/dl) y un eje de ordenadas es la diferencia de absorbancia medida por el espectrofotometro de luz ultravioleta-
visible a una longitud de onda de 550 nm.

La figura 2 revela que se obtiene una buena linealidad de una curva de calibracién en una relaciéon entre la
absorbancia y la concentracion de litio.

Prueba de correlacion entre el método de absorcién atdmica (método convencional) y el método de acuerdo con la
presente invencién para una muestra de suero

La figura 5 es un gréafico que muestra una correlacién de valores medidos entre el método de medicion del ejemplo 1
de acuerdo con la presente invencién mostrado en la figura 2 y el método de absorcion atémica convencional
(método convencional) llevado a cabo para la misma muestra de suero. Los valores medidos obtenidos por el
método de absorcién atémica convencional (método convencional) se representan en el eje de abscisas (X),
mientras que los valores medidos de acuerdo con la presente invencion se representan en el eje de ordenadas (Y).
Una linea de regresion mostrada en la figura 5 muestra una buena correlacion de méas de un 95 %. Este resultado
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revela que se puede determinar cuantitativamente el litio en una muestra de suero por una absorciometria de luz
ultravioleta-visible con la composicién de reactivo de acuerdo con la presente invencion.

Comparacién de valores medidos llevada a cabo por andlisis automatico para muestras de suero de control

Se midié la concentracion de litio para las siguientes muestras de suero de control:

- Precinorm U (Roche)

- Precipath U (Roche)

- Pathonorm H (SERO AS)

- Auto norm (SERO AS)

en las que se valora la concentracién de litio usando un analizador automatizado bioquimico (HITACHI, modelo H-
7700) a una longitud de onda de medicion fotométrica de 546 nm (que es una longitud de onda establecida en este

analizador y esta cerca de 550 nm) por un método de 1 punto final.

Pardmetros del dispositivo:

Reactivo: 0,24 ml

Muestra: 0,005 ml
Longitud de onda fotométrica (principal/sec.): 546 nm/700 nm
Tiempo de medicién: 10 minutos
Temperatura: 37 °C
1 punto final: método de incremento

Los resultados mostrados en la [tabla 1] de la figura 6 demuestran un hecho tal que los valores medidos obtenidos
por la presente invencion coinciden con los valores garantizados en las condiciones anteriores, de modo que se
confirmd que la concentraciéon de litio en sueros se puede medir con éxito por un analizador automatizado para
pruebas clinicas.

Los resultados mostrados en la [tabla 1] de la figura 6 demuestran un hecho tal que los valores medidos obtenidos
por la presente invencidén coinciden con los valores garantizados en las condiciones anteriores, de modo que se
confirmd que la concentraciéon de litio en sueros se puede medir con éxito por un analizador automatizado para
pruebas clinicas.

En el ejemplo anterior, la composicién de reactivo de litio es un tipo de dos componentes en el que un primer
reactivo y un segundo reactivo se mezclan antes de su uso. Por otra parte, en un método de medicion de litio por un
lector de microplacas y en un método de deteccidn de litio por observacion visual que se explicara mas adelante, se
usa una composicién de reactivo de litio de tipo envase y se usa una placa de 96 pocillos como recipiente de
espécimen. Por lo tanto, los experimentos se llevaron a cabo usando una composicion de reactivo de litio de tipo
envase que se explicara en el ejemplo 2 (muestra de composicion de reactivo de litio 2) preparada en base a la
composicion del ejemplo 1.

Para confirmar que el mismo método que el ejemplo 2 que se explicard mas adelante se puede realizar en el
ejemplo 1, se llevé a cabo una prueba de deteccion de litio por observacion visual también para la composiciéon de
reactivo de litio del ejemplo 1 ajustando una cantidad de muestra de prueba. En este caso, cuando se irradié la
muestra de prueba con luz blanca, se observé el siguiente cambio de color dependiendo de la concentracion de litio
en la muestra de prueba:

Color verde:  menor que 0,5 mEg/l (= mol/l)

Color amarillo: de 0,5 mEg/l a 2,5 mEq/l

Color rojo: mayor que 1,5 mEq/|

Este cambio de color corresponde convenientemente a los niveles de valor umbral de la region de control y de la
region de intoxicacion, de modo que se puede detectar de forma evidente el nivel de litio por observacién visual o
por colorimetro. Los resultados del experimento que usa la composicion de reactivo de litio del ejemplo 1 fueron casi

los mismos que los obtenidos en el ejemplo 2 y, por lo tanto, los detalles del experimento cuando se usé la
composicion de reactivo de litio del ejemplo 1 no se describen aqui.
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Ejemplo comparativo 2
(Muestra de composicién de reactivo de litio 2)

Una composicion del ejemplo 2 es sustancialmente igual que en el ejemplo 1, pero se usa un fluido de desarrollo de
color de tipo envase en el ejemplo 2, mientras que se usa de tipo dos envases en el ejemplo 1, debido al siguiente
motivo: cuando se lleva a cabo la deteccion en una placa de 96 pocillos para lectores de microplacas, se puede
simplificar la manipulaciéon a dos operaciones para una muestra y para fluido de desarrollo de color en el caso del
tipo envase. Se puede llevar a cabo facilmente una operacion de mezclado complicada en el caso del ejemplo 1 en
el que se usa un recipiente de cubeta que tiene una gran capacidad de 1 ml para un espectrofotémetro, pero dicha
operacion complicada para mezclar el primer reactivo y el segundo reactivo en un pequefio pocillo de la placa de
pocillos no es facil en el caso de un fluido de desarrollo de color de tipo envase. Por lo tanto, se usa un fluido de
desarrollo de color de tipo envase en el ejemplo 2 para facilitar la operaciéon. En el ejemplo 2, el tensioactivo y el
tampon de pH mencionados anteriormente se eligen para no dar una mala influencia a un material del pocillo que es
resina de poliestireno.

La figura 7 muestra los resultados de la prueba de interferencia en la hemdlisis efectuada por un lector de
microplacas (CORONA SH1200) en la [Tabla 2] cuando se adopta un método de correccion de errores para el
método determinar la concentracion de litio de acuerdo con la presente invencion.

(1) Reactivo de coloracién (composicién de reactivo de litio 2):
Agente quelato: tetrafenilporfirina F28 0,17 g/l

Disolvente organico: dimetilsulféxido (DMSOQO) 5 % en peso

Estabilizante (agente dispersante):

dodecilsulfato de sodio 1 % en peso

Triton X-100 1 % en peso
Agente de enmascaramiento:

trietanolamina 10 g/l

tetraacetato de etilendiamina dipotasico 0,5 g/l

En una mezcla de los componentes anteriores, se afadieron regulador de pH y un tampén de pH para ajustar a pH
10 y se anadié agua depurada hasta el volumen total de 1 litro. Se almacend6 la mezcla resultante en un recipiente
de conservacién de uso general.

(2) Espécimen de hemdlisis

Se preparé un espécimen de hemolisis afnadiendo una cantidad predeterminada del control de interferencia A+®
(Sysmex) como hemoglobina de hemdlisis en un suero de base que contenia litio 1,5 mM. Se afadieron 240 ul de
reactivo de coloracion a 4 pl del espécimen mencionado anteriormente y se hizo reaccionar la mezcla resultante
durante 5 minutos.

A continuacién, se midié una absorbancia del espécimen por un lector de microplacas (CORONA SH-1200) para
calcular la concentracion de litio en base a la absorbancia de la sustancia estandar a una longitud de onda principal
de 550 nm y a una longitud de onda secundaria de 600 nm.

Como se explicd anteriormente, en el caso de una sustancia de prueba de hemdlisis, la hemoglobina que tiene una
absorbancia a 550 nm sera una perturbacién positiva para un valor medido, si una medicion fotométrica se efectda
solo con una longitud de onda de 550 nm. Por lo tanto, se efectud la medicion con dos longitudes de onda de 550
nm y 600 nm de modo que dos valores de absorbancia se compensan entre si calculando una absorbancia a 550
nm, una absorbancia a 600 nm. La influencia de la hemdlisis se puede anular con este método de correccion.
Cuando se usa un analizador automatizado, es suficiente introducir, como parametros, 550 nm como longitud de
onda principal y 600 nm como longitud de onda secundaria.

La figura 7 muestra en la [Tabla 2] que una diferencia de un valor correcto es solo de un 2 % en un caso corregido
(recuperacion = 102 %), mientras que la diferencia se incrementa a un 25 % si no se usa el método de correccién
(recuperacion = 125 %) a una concentracion de hemoglobina de 1000 mg/dl. Este resultado revela que la medida de
correccion mencionada anteriormente de acuerdo con la presente invencion es muy eficaz para determinar la
concentracion de litio.
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[Deteccion de litio por observacion visual]

Ahora, se explicara como medir y detectar la concentracién de litio por observacion visual de acuerdo con la
presente invencion.

La figura 8 muestra, en la [Tabla 3], un resultado de la tasa de respuesta correcta obtenida por una técnica conocida
descrita en el documento patente 3 que es otra invencion de la presente solicitud. En esta prueba, se observé el
desarrollo de color de los fluidos de prueba a simple vista. En la practica, se usé la muestra de composicion de
reactivo de litio mencionada anteriormente 2 como reactivo de coloracién. Se afiadieron 240 pl del reactivo de
coloracién a 4 ul de espécimen y se efectué una reaccion durante 5 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, se observoé el color desarrollado de los especimenes a simple vista de los observadores y se contd el
namero de personas que dieron una respuesta correcta. Se compard cada espécimen que tenia un nivel de
concentracién predeterminado con muestras estandar que tenian cada una una concentracion de litio
predeterminada usadas como referencias de tono de color.

En esta prueba, se observé un cambio de color de color amarillo a color rojo en los intervalos de concentracion
medidos y el desarrollo de color del suero de control fue consistente con las referencias de tono de color. Por lo
tanto, se entiende que la concentracién de litio en un suero se puede estimar rapida y simplemente sin usar un
aparato especial.

Las tasas de respuesta correcta para un color amarillo de Auto norm 1 mM que es una regidén de control y para un
color rojo de suero modelo 3,5 mM que es una regién peligrosa son de un 100 % para 25 personas que realizaron la
estimacion, debido a un cambio de color evidente de amarillo color a un color rojo. Sin embargo, las tasas de
respuesta correcta empeoraron en un 52 % en los casos para Pathonorm H 1,6 mM (regién de
semienvenenamiento) y Precinorm U 2,5 mM (regién de envenenamiento).

Los autores de la presente invencion estudiaron mejorar el método mencionado anteriormente y llegaron a la
presente invencion.

En un modo de realizaciéon de la presente invencién, una muestra de prueba (una mezcla de un espécimen y la
composicién de reactivo) obtenida en la técnica anterior mencionada anteriormente se irradia con o se expone a luz
blanca que tiene una luminancia predeterminada, de modo que una porcion de tetrafenilporfirina F28 que no
reacciond con iones de litio se cambia a un isémero estructural de tautémero fotoquimico, lo que da como resultado
que se desarrolle el siguiente color de acuerdo con la concentracion de litio en el espécimen:

0,5 mEqg/l (= mol/l) o menos color verde,
de 0,5 mEg/l a 1,5 mEqg/l color amarillo,

1,5 mEg/l o mas color rojo.

Se descubrié que este cambio de color corresponde convenientemente a los niveles umbrales de una regién de
control y una regiéon de envenenamiento, de modo que el cambio de color es detectable de forma evidente por
observacion visual o por un colorimetro.

La figura 9 muestra, en la [Tabla 4], el resultado de la estimacion llevada a cabo para detectar la concentracion de
litio por observacién visual de acuerdo con la presente invencion. Los resultados de 25 personas que realizaron la
estimacion fueron tan buenos que la tasa de respuesta correcta fue de un 100 % para un color verde que muestra la
region de control de Auto norm 1 mM y para un color rojo que muestra la regién peligrosa del suero modelo 3,5 mM
y de un 96 % para la regién de semienvenenamiento de Pathonorm H 1,6 mM y para la region de envenenamiento
de Precinorm U 2,5 mM.

De hecho, el tautdmero Optico se genera por la irradiacion de luz blanca solo para una porcidn de tetrafenilporfirina
F28 que no reaccion6 con litio para mostrar un color verde. Cuando la concentracion de litio es de 4,3 mM, un
porcentaje de especies quimicas sin reaccionar (o tautémero éptico generado) no es tan alto como para que el color
rojo de la muestra no cambie y, por lo tanto, se mantiene un color rojo. Si la concentracion de litio esta dentro de una
regién intermedia, se observa un color amarillo que es un color neutro entre verde y rojo.

En la deteccién habitual por observacién visual o por un colorimetro, se detecta una diferencia en la densidad para
determinar la concentracion. En la presente invencion, sin embargo, se detecta o se observa un cambio en el propio
tono de color (de color verde a color rojo a través de color amarillo y color naranja). Es un caso muy raro que dicho
cambio de tono de color sea detectable de forma evidente y altamente eficaz.

Ahora, se explicara el método de deteccion de acuerdo con la presente invencion desde la primera etapa de la
preparacion de la muestra en detalle.
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La figura 10 ilustra un aparato para cambiar solo una porcién de tetrafenilporfirina F28 que no reaccioné con litio al
isdbmero estructural como un tautomero fotoquimico irradiando (o exponiendo) un espécimen contenido en un
recipiente transparente con luz blanca que tiene una luminancia predeterminada.

Se prepar6 la muestra de composicion de reactivo de litio 2 del ejemplo 2 como la misma composicion de reactivo
que en el ejemplo 1. Se afadié6 1 ml de la muestra de composicidon de reactivo de litio 2 a una muestra en un
recipiente transparente o una cubeta para espectrometria en una parte de reaccion (1) de la figura 10. Se irradia la
cubeta con luz blanca de una fuente de luz LED (2).

La figura 11 es un grafico medido que muestra una relacién entre la duracion temporal requerida para finalizar la
reaccion de tautomerizacién fotoquimica (tiempo de finalizacién de la reaccion) y la iluminancia.

Se midi6 la intensidad de la fuente de luz LED por un iluminémetro instalado en la proximidad de la cubeta de
espectro. Se determind la terminacién (tiempo de finalizacién de la reaccién) de la reaccion de fotoisomerizacion
midiendo un espectro de absorcién de electrones y observando un desplazamiento del espectro desde un intervalo
de banda de longitud de onda de 400 nm a 600 nm (el espectro antes de la reaccion) a un intervalo de banda de
longitud de onda de 600 nm a 800 nm (el espectro después de la fotoisomerizacion).

La figura 11 muestra los resultados. Se confirmd que la reaccién de fotoisomerizacién finaliza en 40 segundos con
una iluminancia de 1430 Ix o mas, mientras que son necesarios aproximadamente 3 minutos para finalizar la
reacciéon con una iluminancia de 420 Ix. La iluminancia en una oficina general, una sala de consulta en el hospital y
una sala de inspeccion es de 750 Ix de 300 Ix. Por lo tanto, el método de mediciéon de acuerdo con la presente
invencion se puede llevar a cabo rapidamente bajo una iluminacion interior habitual en el centro habitual sin usar una
fuente de luz especial.

Para obtener una iluminancia mayor que 1430 Ix, es suficiente llevar la fuente de luz LED cerca de un espécimen
para finalizar la reaccién mas rapidamente.

La figura 11 es un grafico que muestra una influencia de la iluminancia (lux) que es un indice cuantitativo de la
fuente de luz en una duracién temporal requerida para finalizar la reaccién de tautomerizacién fotoquimica o una
duracién temporal requerida para finalizar el cambio de color (fotoisomerizacion).

En la figura 10, la fuente de luz (2) se puede establecer en un angulo de iluminacién opcional (8) con respecto a una
parte de reaccioén (1) (recipiente transparente). De hecho, no se observa ninguna influencia importante por el angulo
de iluminacion (B), puesto que la luz puede pasar a través del recipiente y una luz transmitida puede alcanzar a un
espécimen en este Ultimo es transparente, y también porque el cambio mencionado anteriormente para un isémero
estructural como tautémero fotoquimico es tan rapido que el tiempo de finalizacion de la reaccion es relativamente
corto, de solo 150 segundos bajo una iluminancia de incluso 500 Ix, como se muestra en la figura 11.

Si el tautomero fotoquimico resultante se deja en un ambiente oscuro, el tautdmero vuelve al estado anterior
gradualmente después de un cierto periodo de tiempo.

En el aparato de irradiacion de la figura 10, se irradia una muestra de prueba, de modo que solo una porcién de
tetrafenilporfirina F28 que no reaccion6 con iones de litio se cambia al isémero estructural como un tautémero
fotoquimico. Un color se cambia a verde cuando la concentracién de litio en un espécimen es menor que 0,5 mEg/l
(= mol/l).

La figura 12 es un grafico del espectro de absorcién de electrones de un tautémero fotoquimico originado a partir de
tetrafenilporfirina F28. Una linea continua es un espectro de absorciéon en un intervalo de longitud de onda de luz
visible de 400 nm a 800 nm antes de la irradiacion, y una linea discontinua es un espectro de absorcion en el mismo
intervalo de longitud de onda de luz después de la irradiacion con luz blanca durante aproximadamente 3 minutos.
Este cambio se reconoce como un cambio en el color de color amarillo anaranjado a color verde en la observacion
visual.

La figura 13 es un gréafico ampliado del espectro de absorcién de electrones en un intervalo de luz visible de 500 nm
a 600 nm después de la irradiacion. Una linea discontinua gruesa es un espectro de absorcidn para la concentracion
de iones de litio de 0,5 mEqg/l (= mol/l) o menos, mientras que una linea de puntos fina es un espectro de absorcion
para la concentracién de iones de litio mayor que 1,5 mEg/l o0 mas que se reconoce como un color rojo en la
observacion visual.

La figura 8 muestra, en la [Tabla 3], un resumen de los resultados de la estimacion visual de la concentracién de litio
para especimenes de suero de control llevada a cabo de acuerdo con el principio de la presente invencion. Este
resultado revela que la concentracion de litio en un espécimen se puede estimar de forma evidente por una
deteccion visual simple y rapida.

Las composiciones de reactivo de litio usadas en el ejemplo 1 y el ejemplo 2 se prepararon por el mismo
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procedimiento que los descritos en el documento patente 3. En la presente invencion, sin embargo, los inventores
confirmaron que la concentracién de litio en un espécimen se puede medir a simple vista viendo una graduacion de
color o una diferencia en el tono de color de un espécimen. El mismo resultado que el ejemplo 1 y el ejemplo 2 se
obtuvo también en el siguiente ejemplo 3.

Ejemplo comparativo 3
(Muestra de composicion de reactivo de litio 3)

(1) Primer reactivo (como estabilizante y solucion de tampén)

Agente quelato: ninguno
Disolvente organico: ninguno
Estabilizante (agente dispersante: tensioactivo no ionico):

TritonX-100 (®) (éter polioxietilenoctilfenilico) 1,0 % en peso

Agente de enmascaramiento: trietanolamina 10 mM

En una mezcla de los componentes anteriores, se anadié 0,1 M de MOPS para ajustar el pH a pH 8 y se afadié
agua depurada hasta el volumen total de 1 litro. Se almacené la mezcla resultante en un recipiente de conservacion
de uso general.

(2) Segundo reactivo (como reactivo de desarrollo de color)

Agente quelato: tetrafenilporfirina F28 0,5 g/l
Disolvente organico: dimetilsulfoxido (DMSOQO) 20 % en peso
Estabilizante (agente dispersante: tensioactivo no ionico):

TritonX-100(®) (éter polioxietilenoctilfenilico) 1,0 % en peso

Agente de enmascaramiento: trietanolamina 10 mM

En una mezcla de los componentes anteriores, se afadié 0,05 M de MOPS (tampén) para ajustar el pH apH 7,0 y
se afadié agua depurada hasta el volumen total de 1 litro. Se almacené la mezcla resultante en un recipiente de
conservacion de uso general.

Para una medicién de la concentracion de litio, de la misma manera que en el ejemplo 1, se afadieron 720 pl del
primer reactivo (solucién tampdn) y 240 ul del segundo reactivo (reactivo de desarrollo de color) a 6 pl de un
espécimen y se llevé a cabo una reaccion de desarrollo de color durante una duracion temporal predeterminada.

De la misma manera que en los ejemplos 1y 2, se anadié la muestra de prueba a la composicion de reactivo de litio
y a continuacion se irradi6é la mezcla resultante con luz blanca, de modo que una porcién de tetrafenilporfirina F28
que no reaccion6 con iones de litio se cambié a un isdmero estructural de tautémero fotoquimico, dando como
resultado que se desarrolld el siguiente color de acuerdo con la concentracion de litio en el espécimen:

0,5 mEq/l (= mol/l) o menos color verde,
de 0,5 mEg/l a 1,5 mEqg/l color amarillo,

1,5 mEqg/l o méas color rojo.

Este cambio de color corresponde convenientemente a los niveles umbrales de la region de control y la regién de
envenenamiento, de modo que el cambio de color es detectable de forma evidente por observacién visual o por un
colorimetro.

La composicion de reactivo de litio anterior se puede formar en forma de tipo envase, por supuesto, de acuerdo con
la misma relacién entre el ejemplo 1y el ejemplo 2

Aunque el espécimen de prueba es suero en los ejemplos anteriores, el método de acuerdo con la presente
invencion es aplicable a otros especimenes tales como muestras vivas incluyendo muestra de prueba de orina,
sangre y plasma, y también muestras ambientales incluyendo agua industrial, agua potable y muestras ambientales.
De hecho, la concentracion de litio en una solucién acuosa se puede medir de inmediato por un colorimetro simple y
se puede evaluar por observacion visual.
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REIVINDICACIONES

1. Método para estimar una concentracion de litio en un espécimen de biomaterial por observacion visual, que
comprende:

e poner en contacto dicho espécimen con una solucién acuosa de una composicion de reactivo de litio que
comprende:

- una concentraciéon conocida de compuesto representado por la siguiente formula estructural en la que todos los
hidrégenos unidos a carbonos de una tetrafenilporfirina se reemplazan por flGor:

- un regulador de pH que permite el desarrollo del color provocado por litio en un intervalode pHde pH5apH 12,y
- un disolvente orgénico miscible en agua elegido entre dimetilsulfoxido, dimetilformamida y dimetilacetamida,
e irradiar la solucién resultante con luz blanca, y

e estimar por observacion visual la concentracion de litio en el espécimen a partir del cambio observado en el tono
de color desde un color verde que se muestra cuando no existe un complejo de coloracion de litio hasta el color rojo
final a través de colores intermedios de un color amarillo y de un color naranja que se muestran de acuerdo con un
incremento de una cantidad del complejo de coloracién de litio.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que dicho cambio en el tono de color se produce
cuando el litio esta presente en una concentracion menor que o igual a 4,5 mM.

3. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que dicho espécimen de
biomaterial es una muestra de prueba de suero o plasma.

4. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el regulador de pH se
elige de hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, amoniaco, acido acético, acido fosfdrico, acido citrico, acido
carbonico, acido bicarbénico, acido oxalico, acido clorhidrico, acido nitrico y sus sales.

5. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el regulador de pH es
un tampdn de pH elegido de acido citrico, acido carbénico, acido bicarbénico, acido fosférico, acido succinico, acido
ftalico, cloruro de amonio, hidréxido de sodio, hidroxido de potasio, tampones de Good, y sus sales.

6. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la composicion de
reactivo de litio comprende un estabilizante seleccionado de tensioactivos no iénicos y tensioactivos anionicos.

7. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en el que la composicion de reactivo de litio comprende un
tensioactivo no iénico elegido de éster de acido graso de sorbitano, éster parcial de acido graso de pentaeritritol,
éster de mono-acido graso de propilenglicol, monoéster de acido graso de glicerol, éter alquilico de polioxietileno,
éter alquilfenilico de polioxietileno, polioxietilenpolioxipropilenglicol, éster parcial de acido graso de polioxietileno,
éster parcial de acido graso de polioxietilensorbitol, éster de acido graso de polioxietileno, dietanolamida de acido
graso, etanolamida de acido graso, amida de acido graso de polioxietileno, éter octilfenilico de polioxietileno, p-
nonilfenoxipoliglicidol y sus sales.

8. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la composicién de
reactivo de litio comprende un tensioactivo anionico elegido de sal de éster de alquilsulfato, sal sulfato de éter
polioxietilenalquilico, sal sulfato de éter polioxietilenfenilico, alquilbencenosulfonato y alcanosulfonato.

9. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la composicion de

reactivo de litio comprende un reactivo de enmascaramiento seleccionado de trietanolamina, etilendiamina,
N,N,N',N'-tetraquis(2-piridilmetil)etilendiamina (TPEN), piridina, 2,2-bipiridina, propilendiamina, dimetilentriamina,
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acido  dimetilentriamin-N,N,N',N",N"-pentaacético =~ (DTPA), trimetilentetramina, acido trimetilentetramin-
N,N,N',N",N",N"-hexaacético (TTHA), 1,10-fenantrolina, acido etilendiamintetraacético (EDTA), acido O,O'-bis(2-
aminofenil)etilenglicol-N,N',N'-tetraacético  (BAPTA), N,N-bis(2-hidroxietil)glicina  (Bicine), 4acido trans-1,2-
diaminociclohexan-N,N,N',N'-tetraacético (CyDTA), &cido O,0O'-bis(2-aminoetil)etilenglicol-N,N,N',N'-tetraacético
(EGTA), acido N-(2-hidroxil)iminodiacético (HIDA), &acido iminodiacético (IDA), &acido nitrilotriacético (NTA),
trimetilfosfonato de nitrilo (NTPO) y sus sales.

10. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que se irradia la solucion
resultante con luz blanca de una fuente de luz LED.
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[Fig. 1]
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[Fig. 2]
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[Fig. 3]
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[Fig. 5]
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[Fig. 6]

Tabla 1

Comparacion de valores medidos obtenidos por analisis
automatico para la el suero de control
unidad: mM
Suero de control Valor garantizado Valor medido obtenido
por la presente invencion

Prechnom U 0,82 0,83
Prechipass U 2,30 2,20
Pasonorm 1,51 1,50

Automom 1,00 0,99
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[Fig. 7]

[ Tabla2]

Procedimiento de correccién de la presente invencion por longitud de onda
secundaria de valores medidos de hemoglobina de hemdlisis

Concentracion de
hemoglobina de hemdlisis ( mg/di)

Sin hemdlisis 250 500 750 1000

Valorde litio solo longitud de onda principal 1,51 1,59 1,66 1,71 1,89
medido (mM) correccién con longitud de 1,51 1,51 1,53 1,51 1,54

onda secundaria —
Recuperacion solo longitud de onda principal 100 106 110 113 125

onda secundaria

(%) correccion con longitud de 100 100 1014 100 102

[Fig. 8]

[Tabla 3 )

Tasa de respuesta correcta de nivel de litio en suero de
control por técnicas anteriores (N= 25 personas)

Referencia de tono A .
de color (Muestra estandar) Coloracion

0,6 mM~1, 5 mM Region de control Amarillo
1,5 mM~2, 5 mM Regién de semienvenenamiento Naranja
2,5 mM~3,5 mM Resion de envenenamiento Bermellén

3.5 mM omayor Region peligrosa Rojo
Numero de Tasade
Coloracis respuestas respuestas
Espécimen de suero de control (muestra) oloracion correctas correctas
Autonorm 7 mM Region de control Amarillo 25 100%
Pathonorm 1, 6 mM Regién de semienvenenamiento Naranja 13 52%
Precinorm 2, 5 mM Region de envenenamiento Bermellén 13 52%
Suero modelo3, 5 mM Region peligrosa Rojo 25 100%
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[Fig. 9]
[ Tabla 4]
Tasa de respuesta correcta de nivel de litio en suero de
control por la presente invencion (N= 25 personas)
Referencia de tono de color  (Muestra estandar) Coloracion
0,6 M~ 1, S mM Region de control Verde

1, 5 mi~ 2, 5 MM Region de semienvenenamiento Amarillo
2, 5 mi~ 3, 5mM Region de envenenamiento Naranja

3, 5mM omayor Regién peligrosa Rojo
Numero de Tasade
» respuestas respuestas
Espécimen de suero de control (muestra) Coloracion correctas correctas
Autonorm 1 mM Region de control Verde 25 100%
Pathonorm 1, 6 mM Region de semienvenenamiento Amarillo 24 96%
Precinorm 2,5 mM Region de envenenamiento Naranja 24 96%
Suero modelo 3, 5 mi Regién peligrosa Rojo 25 100%
[Fig. 10]

Diagrama esquematico de un aparato de medicion
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[Fig. 11]
Influencia de iluminancia en el tiempo de finalizaciéon de la
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[Fig. 12]

Espectro de absorcién electrénico del tautémero fotoquimico originado de
tetrafenilporfirina F28 en la composicion de reactivo en el ejemplo de la
presente invencion
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[Fig. 13]

Espectro de absorcion electrénico en la composicion de reactivo
después de que el complejo de tetrafenilporfirina F28 se irradiara
en el ejemplo de la presente invencion
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