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Testiliuska urean midArittidmiseksi ja sen kaytto

Testband fo6r bestdmning av urea samt anvidndning dérav

Keksint® kohdistuu testiliuskaan sekd sen kayttddn ureapitoi-
suuden nopeaksi kvantitatiiviseksi miArittadmiseksi erityisesti
maidosta. Sitd voidaan kéyttdd valittdmisti sekd maataloudessa

ettd maitoa jalostavassa teollisuudessa.

Alalla tunnetaan useita menetelmid ureapitoisuuden kvantitatii-
viseksi mddritté&miseksi maidosta, esimerkiksi urean entsymaat-
tinen pilkkominen ureaasilla ja tédten muodostuneen ammoniakin
titrimetrinen md&rittdminen; sinisen védrin, joka muodostuu
saattamalla wurea reagoimaan fenolin 3ja alkalihypokloriitin
kanssga, kolorimetrinen mittaaminen [Thaler, H. ja Sturm, W.,
Deut. Lebensm. Rundsch., 61 (1966) 35-40; Krom, M.D., Analyst,
105 (1980) 305-316; Broderick, G.A., Kang, J.H., Linow, F. ja
Schaffner, B., Nahrung, 24 (1980) 85-87; Behringer, G. ja
Klostermeyer, H.J., Lebensmittel Unters. Forsch., 172 (1981)

362-364)) tai urean ja p-dimetyyliaminobentsaldehydin vialiset
vadrireaktiot [Brown, H.H., Anal. Chem., 31 (1959) 1844-1846;
McDowell, A.K.R., J. Dairy Res., 39 (1972) 27-33] tai urean ja
diasetyylimonoksiimin valiset varireaktiot [Vignon, B., Vai-
téskirja, Université Nancy I (1976); Siast, G., Ann, Biol.
Clin., 26 (1968) 431-448].

Yhtidn Boehringer ehdottama pikamd@dritys perustuu urean pilk-
komiseen ureaasientsyymilld, mink& jalkeen t&110in muodostunut
ammoniakki saatetaan reagoimaan alfa-ketoglutaraatin Kkanssa
glutamaatti-~dehydrogenaasin lasnédollessa ja sitten reaktiossa
kulunut maidra yhdistettd NaOH mddritetddn spektrofotometrises-
ti. Té&mén analyysimenetelmdn kdyttd edellyttdd kuitenkin moni-
mutkaisia ja aikaavievid laboratoriocanalyysejd, jotka tekevét
mahdottomiksi ureapitoisuuden nopean madrittédmisen esimerkiksi

kdyt&dnndn maataloutta harjoittavissa yrityksissa.

Yhtidn Boehringer kehittdmd, testiliuskaa hyvaksikdyttava
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menetelmd ureapitoisuuden madrittadmiseksi verestd, seerumista
ja plasmasta perustuu varireaktion arviointiin ja se edellyt-
tda heijastusfotometrin XkAyttd& vArin voimakkuuden, joka on

verrannollinen ureapitoisuuteen, madrittamiseksi.

Yhtidén Merck, Darmstadt, markkinoima testiliuska urean maarit-
tdmiseksi tekee mahdolliseksi wureapitoisuuden méarittamisen
verestd, ei kuitenkaan maidosta. Sama pédtee patenttijulkaisun

DD-PS 137 384 mukaiselle menetelmille urean mdarittéamiseksi.

Maidon voimakkaasta puskurivaikutuksesta johtuen ureaasient-
syymin tuottama ammoniakki pysyy reaktiovyohykkeessa eika
diffundoidu indikaattorikerrokseen. Maidon ja testiliuskan va-
liset kostutusvaikeudet vaikeuttavat osittain asianmukaista

madritysta.

Keksinndn tavoitteena on kehittdi taloudellinen ja nopea mene-
telmd8 wureapitoisuuden kvantitatiiviseksi mé&drittadmiseksi mai-
dosta, jossa menetelmdssd sopivan testiliuskan avulla pdastédan

eroon tunnettujen menetelmien haitoista.

Keksintd perustuu tehtdvaan kehittda taloudellinen ja nopea
koemenetelméd@ ureapitoisuuden kvantitatiiviseksi ma8&rittémisek-
si maidosta, Jjota menetelmdd voidaan k&yttaad maataloudessa
harjoitetun karjankasvatuksen olosuhteissa. Keksinnén tehtévéa-
nd on samoin paastd ammoniakin vapautumiseen reaktiovyyOhyk-
keestd ureaasientsyymin aktiivisuutta t&116in kuitenkaan olen-

naisesti heikentamiatta.

Téma tehtdva ratkaistaan keksinndn mukaisesti siten, etta
maitondytteen ureapitoisuus maAdritet&dn kantajalle levitetyllad
urean testiliuskalla, joka koostuu reaktiovydhykkeestd ja
indikaattorivyOhykkeestd. Todettiin, ettd reaktiovybhyke, Jjoka
saa aikaan reaktiovydhykkeeseen tuodussa maidossa lasndolevan
urean entsymaattisen pilkkoutumisen, saadaan syntymdan kyllas-
tamalla imukykyinen kantajamateriaali ureaasientsyymilla,
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glukoosilla, emdkselld ja tensidilla.

ReaktiovyObhykkeen kantajamateriaali voi koostua luonnonkui-
duista tai synteettisistd kuiduista, kunhan vain kantajamateri-
aali ei vaikuta mill&&n tavalla tapahtuvaan reaktioon ja kun-
han vain se on riittavan imukykyista. Edullisesti voidaan

kayttad suodatinpaperia, jonka nelidmassa on 60...400 g/m=,

Emdksind tulevat kysymykseen reaktiovybhykettd valmistettaessa
natriumhydroksidi, kaliumhydroksidi, edullisesti kuitenkin
heikkojen happojen suolat kuten kaliumkarbonaatti, natriumkar-
bonaatti, magnesiumkarbonaatti tai natriumgitraatti. Emds ei
saa olla liian vahvaa (liped), jotta entsyymi ei tuhoutuisi,
ja jotta jarjestelmd pysyisi optimaalisella pH-alueella. Toi-
saalta maito on vield luonnollisestikin puskuroitava, jotta

ammoniakki saataisiin ylip&&nsad poistumaan siita.

Ollaan todettu, ettd ei-ionisia tensideja, kuten alkyylifenyy-
lipolyetyleeniglykolia tai alkyylipolyglykolieetterisulfaat-
tia, tai anionisia tensidej&, kuten esimerkiksi alkyylisulfaat-
teja kayttamalla paastaddn maidossa ladsndolevien proteiinien ja
kalsiumin hyv&&n liukenemiseen. T&lldin pédstddn myds lujite-
tun reaktiovydhykkeen hyvéadn kostumiseen ndytenesteend toimi-
valla maidolla, t#&m3n kostumisen ollessa huonompaa kationisia

tensideja kaytettdessi.

Reaktiovydhyke on kyllastetty seuraavasti:
ureaasilla pitoisuutena 0,30...0,90 mg/cm=,
edullisesti pitoisuutena 0, 70 mg/cm2,
glukoosilla pitoisuutena 0,05...0,30 mg/cm?,
edullisesti pitoisuutena 0,17 mg/cm2,
tensidilld pitoisuutena 0, 25...1, 30 mg/cm=2,
edullisesti pitoisuutena 0,63 mg/cm=2,
emédkselld pitoisuutena 0,2...0,4 mg/cm=2,

edullisesti pitoisuutena 0,28 mg/cm2.



Ureaasin aktiivisuus ei k&drsi, kun jotakin mainittua emésta
kdytetadan esitetylld pitoisuusalueella. T&dl10in kuitenkin
ammoniakki kykenee vapautumaan maidon suoloista ja diffundoi-

tumaan indikaattorivydhykkeeseen.

Keksinndén mukaisen tensidin 1lisddminen tekee mahdolliseksi
lujitetun reaktiovydhykkeen kostumisen siten, ettd reaktiovyd-

hykkeeseen imeytyy tietty md&rd nidytenestetti.

Hydrofobista materiaalia, edullisesti vettd lapAisemdtdntd
muovimateriaalia olevan alustan yhteen pd&dhin on sijoitettu
edelld kuvatulla tavalla valmistettu reaktiovybhyke ja wvalit-
tOmadsti sen viereen ammoniakin kanssa reagoiva, sininsa tunne-
tulla tavalla aikaansaatu indikaattorivy®6hyke. Ulottuvuudet
ovat edullisesti kantajan (alustan) tapauksessa 70 x 6 mm,
reaktiovyOhykkeen tapauksessa 6 x 6 mm ja indikaattorivydhyk-
keen tapauksessa 40 x 6 mm, reaktiovyShykkeen ja indikaattori-
vybhykkeen védlisen etdisyyden ollessa 5 mm. Reaktio- ja indi-
kaattorivydhyke on kiinnitetty alustaan veteen liukenematto-
malla liimalla. T&llainen testiliuska on sijoitettu mdarityk-
sen toteuttamista varten pieneen, yksipuolisesti suljettuun

putkeen siten, ettd reaktiovyShyke koskettaa suljettua padta.

Keksinndn mukaisen testiliuskan etuna on sen helppo kdsitelta-
vyys mySs kiytdnndén maataloudessa vallitsevissa olosuhteissa

erityisid laitteita tai mittausinstrumentteja kayttadmatta.

Maaritt&minen toteutetaan siten, ettd reaktiovydhykkeen kisit-
tédva testiliuska wupotetaan 3 sekunniksi tutkittavaan maito-
naytteeseen tai 15 pul nayteliuosta pipetoidaan liuskan paalle.
Olennaista on t&lldin se, ettd reaktiovydhykkeen péalle saa-
daan talla tavalla annostelluksi tutkittavaa naytetta
0,040...0,070 ml/cm®, edullisesti 0,056 ml/cm? oleva maAri.
Tamén jélkeen liuska laitetaan yksipuolisesti suljettuun lasi-
putkeen siten, ettd reaktiovyShyke sijaitsee vaakasuorassa
makaavan putken pohjalla. 120 minuutin kuluttua mitataan indi-



kaattorivyShykkeen védrjédytyneen osan pituus, Jjoka on verran-

nollinen maitondytteessd lasndolleeseen ureamliriin.

Ureapitoisuus voidaan médrittda vertaamalla indikaattorivyd-
hykkeen varjdytyneen osan pituutta toisella menetelmdlld ai-

kaansaadussa kalibrointitaulukossa esitettyihin arvoihin.

Vaihtoehtoisesti on mahdollista k&sitelld nidytteen varjédidman
indikaattorivydhykkeen ohella indikaattorivyShykettéd wurean
vesiliuoksella, jonka pitoisuus tunnetaan (esim. 10 mg/100
ml). Mittaamalla indikaattorivybhykkeiden varj&ytyneet osat
saadaan suureet

X = naytteelld saadun osan pituus,

y = standardilla saadun osan pituus,

joiden avulla ureapitoisuus voidaan laskea kaavoista

mg ureaa = X -+ standardin pitoisuus I
100 ml y + 0,76
mmol ureaa = x-standardin pitoisuus - 7,89 II
1000 ml Y

Keksinndn mukaista testausmateriaalia ja sen kdytt®a havain-

nollistetaan ldhemmin seuraavien esimerkkien avulla.

Esimerkki 1

Lasiastiaan, jonka ulottuvuudet ovat 300 x 40 x 30 mm, laite-
taan 200 ml viinihapon (0,161 g) etanoliliuosta Jja 100 ml
bromikresolivihreidn (0,256 ¢g) etanoliliuosta. 37 paperilius-
kaa, joiden ulottuvuudet ovat 300 x 40 mm, kyllastet&dn talla
livoksella siten, ettd liuskat upotetaan liuokseen (1 minuutik-
si), niita kuivataan ilmassa ja sitten kuivauskaapissa 70 'C:n
ldmpOtilassa tunnin ajan. N&istd liuoskoista saadaan indikaat-
torivyOhykkeitd leikkaamalla liuskoja, joiden leveys on 6 mm

ja pituus 40 mm.
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Lasiastiaan laitetaan 75 ml ureaasientsyymin (1,2 g) vesiliuos-
ta, 0,3 g glukoosia, 0,450 ml kaliumkarbonaatin kylléista
vesiliuosta sekd 1,12 g alkyylipolyglykolieetterisulfaattia.
15 paperiliuskaa, joiden ulottuvuudet ovat 300 x 40 mnm, kyl-
ladstetdsn tAlla liuoksella siten, ettd liuskat upotetaan tahan
liuokseen 1 minuutiksi Jja niit& kuivataan sitten ilmassa.
Valmiita reaktiovyOhykkeitd saadaan leikkaamalla paperipaloja,

joiden ulottuvuudet ovat 6 x 6 mm.

Vettad lapdisemdttémdlle muoviliugkalle, Jjonka  ulottuvuudet
ovat 70 x 6 mm, liimataan kulloinkin yksi reaktiovydhyke ja
indikaattorivyobhyke siten, ettd reaktiovydhyke sijaitsee lius-
kan padssd ja indikaattorivydhyke sijaitsee 5 mm:n etdisyydel-
lad reaktiovyohykkeestd. Liimaaminen tulee toteuttaa kautsu-

pohjaisella, veteen liukenemattomalla liimalla.

Testiliuska upotetaan maitonaytteeseen noin 3 sekunniksi,
kunnes reaktiovybhyke on kastunut té&ydellisesti. Liiallinen
neste pyyhitdédn pois. Tamdn jédlkeen liuska tyonnetdan yksipuo-
lisesti suljettuun lasiputkeen, Jjonka halkaisija on 6,5 mm,
siten, ettd reaktiovyOhyke sijaitsee suljetussa padssd. Indi-
kaattorivyShykkeen varjédytyneen osan pituus mitataan 120 mi-
nuutin kuluttua. Ureapitoisuus saadaan kalibrointitaulukosta.
Kalibrointitaulukko laaditaan toista ureamenetelmdd vastaan
(esim. Conway-md&aritys). Kalibrointitaulukko patee kaikille

valmistetuille testiliuskoille.

Esimerkki 2

Esimerkin 1 mukaiseen reaktiovydhykkeeseen pipetoidaan 15 pl
maitoa. Testiliuska tydénnetéddn esimerkissid 1 esitetylld taval-
la lasiputkeen. Samalla tavalla kdsitelldidn urean kahta vesi-
liuosta, joiden pitoisuus on tunnettu (20 mg/100 ml Ja
30 mg/100 ml). Mittaamalla indikaattorivyShykkeistd varjayty-
neiden osien pituus saadaan kaavoihin I ja II sijoitettavat

suureet x ja y.



Kun kyseessd on maito, jonka ureapitoisuus
niin 120 minuutin piuisen reaktioajan jalkeen

vat mittausarvot:

It

8,5 mm
9,5 mm eli keskiarvo:

maito:
20 mg/100 ml:

30 mg/100 ml: Yy = 13,0 mm 25 mg/100 ml:
mg ureaa = 8,5 - 25 = 24,85

100 ml 11,25 + 0,76

on 25 mg/100 ml,

saadaan

seuraa-

y = 11,25 mm
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Patenttivaatimukset

1., Testiliuska urean mAArittaAmiseksi ureaasin avulla, Jjohon
liuskaan kuuluva, pieness& putkessa sijaitseva kantaja kdsit-
taa reaktio- ja indikaattorivybhykkeen, t un n e t t u siité,
ettd yksipuolisesti suljetussa pienessd putkessa sijaitsvalle
hydrofobiselle kantajalle, sin&nsd tunnetun, happamalla alu-
eella muuttuvan indikaattorivybhykkeen viereen on sijoitettu
reaktiovyShyke, joka kasittdd8 ureaasista, glukoosista, emak-
sestd ja ei-ionisesta tensidistd tai anionisesta tensidistd

muodostuvan reaktiojédrjestelmén.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen testiliuska, tunne©T©tTau
siita, ettéd reaktiovyShykkeessa useaasin pitoisuus on
0,30...0,90 mg/cm2, edullisesti 0,70 mg/cm2, glukoosin pitoi-
suus on 0,05...0,3 mg/cm2, edullisesti 0,17 mg/cm2, emdksen
pitoisuus on 0,2...0,4 mg/cm2, edullisesti 0,28 mg/cm2, tensi-
din pitoisuus on 0,25...1,30 mg/cm2, edullisesti 0,63 mg/cm=2.

3. Patenttivaatimusten 1 tai 2 mukainen testiliuska, £t u n -
nettu siitd, ettd reaktiojdrjestelmd sisdltdad emaksend
natriumhydroksidia, kaliumhydroksidia, edullisesti kuitenkin
heikkojen happojen suoloja kuten kaliumkarbonaattia, natrium-

karbonaattia, magnesiumkarbonaattia tai natriumsitraattia.

4. Patenttivaatimusten 1 tai 2 mukainen testiliuska, t un -
nettusiitd, ettd reaktiojdrjestelmd sisdltdd ei-ionisena
tensidind alkyylifenyylipolyetyleeniglykolia tai alkyylipo-
lyglykolieetterisulfaattia.

5. Patenttivaatimusten 1 tai 2 mukainen testiliuska, t u n -

nettusiitia, ettd reaktiojdrjestelmd sisdltd4d anionisena

tensidin& alkyylisulfaattia.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1...5 mukainen testiliuska,
tunnettu siitd, ettd reaktiovybhyke sijaitsee putken

suljetussa paassa.



7. Jonkin patenttivaatimuksen 1...6 mukainen testiliuska,
tunnettu siitd, ettd reaktiovydhyke ja indikaattori-
vyohyke on kiinnitetty hydrofobiseen kantajaan veteen liukene-

mattomalla liimalla.

8. Jonkin patenttivaatimuksen 1...7 mukainen testiliuska,
tunnettu siitd, etta kantajan ulottuvuudet ovat 70 x 6
mm, reaktiovydhykkeen ulottuvuudet ovat 6 x 6 mm ja indikaatto-
rivybhykkeen ulottuvuudet ovat 40 x 6 mm, Jja ettd reaktio-
vydhyke ja indikaattorivydhyke sijaitsevat kantajalla pienelléa

etdisyydelld, edullisesti 5 mm:n p&&ssd toisistaan.

9. Menetelmda Jjonkin patenttivaatimuksen 1...8 mukaisen testi-
liuskan kdyttémiseksi, t unne t tu siitd, ettd reaktiovyd-
hykkeeseen laitetaan nadyte, reaktiovybhykkeen kasittiédva testi-
liuska tyénnet&sn ensin vaakasuorassa makaavaan, yksipuoli-
sesti suljettuun pieneen putkeen, indikaattorivydhykkeen viar-
jdytyminen mitataan ja urean pitoisuus midritet&in komparatto-

rilla tai vertaamalla urean vesiliuosstandardiin seuraavien

kaavojen mukaisesti:

mg ureaa = x - standardin pitoisuus I
100 ml y - 0,76
mmol ureaa = x-standardin pitoisuus -+ 7,89 II
1000 ml Y
missd x = ndytteelld saadun varjaytymisen pituus ja
y = standardilla saadun vdrjédytymisen pituus.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd, t unnet t u
siita, ettd reaktiovybhykkeeseen laitetaan naytettid mAHrani,
joka on 0,040...0,070 ml/cm2, edullisesti 0,056 ml/cm=.

11. Jonkin patenttivaatimuksen 10 3ja 11 mukainen menetelmi,
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tunnettusiitd, ettd ndyte laitetaan reaktiovydhykkee-
geen upottamalla reaktiovyOhyke 3 sekunniksi ndytteeseen tai

pipetoimalla siihen n. 15 pl ndytetta.

12, Jonkin patenttivaatimuksen 9...11 mukainen menetelma,
tunnettusiitd, ettd indikaattorivyOhykkeen vArjaytymi-
nen mitataan 120 minuutin kuluttua.
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