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(54) DvousloZkové &inidlo pro fotometrické kinetické stanoveni mocoviny

DvousloZkové &inidlo podle vyndlezu ob-

sahuje o-ftaldialdehyd a N-/1-naftyl/ethy-
- lendiamin, které sestdvd z vodného roztoku

s obsahem o-ftaldlaldehydu, kyseliny sfrové
a neionogennfho tensidu a ddle z vodného
roztoku s obsahem N~/l-naftyl/ethylendiaminu
a kyseliny sfrové.

Dvouslofkové &inidlo pro fotometrické
kinetické stanovenf modoviny lze vyuZit
v krmiv4¥stve, biochemii, v humdnnf a vete-
rindrnf{ diagnostice.
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Pfedmétem vyndlezu je dvousloZkové &inidlo pro fotometrické kinetické stanoveni mofo-
Viny.

Stanoveni mofoviny je #$iroce uZfvdno v krmivd¥stvi, biochemii, v humdnni a veterindrni
diagnostice. Pro tyto W&ely je zndma Yada metod. Obvyklé je fotometrické stanoveni moZoviny
s néktérimi alfa-diketony a jejich oximy, jako jsou nap¥iklad diacetyl, acetylbenzoyl, di-
acetylmonoxim, dimethylglyoxim a jiné. Modovina s nimi reaguje za zvySené teploty a v silnd
kyselém prost¥edf v p¥itomnosti nékterych dal$fch pomocnych T4tek za vzniku Zerven& zbarve-
ného pigmentu. Nevyhodou této skupiny ldtek Jje, Ze reakdn{ sm&s je nutné zah¥fvat na vysokou
teplotu 80 a%¥ 100 Oc a stanoven{ lze jen obtf¥n& automatizovat.

Dal¥{ skupina metod je zaloZena na enzymovém stanoveni modoviny enzymem uredzou, kterd
katalyzuje jej{ rozklad na amoniak a kysli&nik uhli&ity. Ur&uje se obvykle amoniak né&kterou
2z reakc{ stanovenf amoniaku, nap¥fklad po jeho pf¥eveden{ na barevny indofenol postupem podle
Berthelota. I kdyZ je enzymové stanoven{ specifické, je pomé&rné pracné. Spolednou nevyhodou
véech uvedenych postupld je obtfZnost jejich automatizace, m&feni nelze provdd&t kineticky.

V tomto ohledu je vyhodn&j3{ stanoven{ modoviny o-ftaldialdehydem a N~/l-naftyl/-
ethylendiaminem, nap¥fklad v prost¥fedf kyseliny sfirové, kdy vznik4 Zerven® zbarveny reakdni
produkt ji% p¥i pokojové nebo jen mirn& zvySené teplot& 37 Oc. Fotometrické stanoveni lze
provdd&t kineticky sledovdnfm zmé&ny absorbance inkubadnf smési v intervalu jedné a% péti
minut po smfchdnf vSech reagujfcich sloZek.

Postup stanoveni byl nap¥fklad popsdn D. Jungem a spol. v Clin. Chemistry 21, 1 136 a¥
1 140 /1975/. P¥i aplikaci této metody pro stanoveni modoviny ve vzorcich obsahujfcfch bil-
koviny, napffklad v ¥ivo&i3nych nebo lidskych sérech, bylo zjijt&no, %e v inkubadn{ smési se
vzorkem vznik4 &asto z4kal, ktery stanoveni rus${. Vznik a intenzita zdkalu zdviseji na typu
vzorku. V té&chto p¥fpadech nelze stanoven{ provést. Timto postupem tedy nelze spolehlivé ana-
lyzovat zejména bflkovinné vzorky modoviny, a je proto Zddoucf p¥ipravit &inidlo, které by
umo¥fovalo fotometrické kinetické stanovenf i v té&chto p¥ipadech.

K odstrané&éni t&chto nedostatkl sm&fuje dvousloZfkové #inidlo pro kinetické fotometrické
stanovenf mofoviny na bdzi o-ftaldialdehydu a N-/l-naftyl/ethylendiaminu /podle vyndlezu/,
jeho¥ podstata spodfvd v tom, %e prv4 slo¥ka je tvoFena vodnym roztokem obsahujfcfm na
1 hmotnostni d{l o-ftaldialdehydu 1 aZ 580 hmotnostnich df{1% kyseliny sfrové a 5 a%Z 40 hmot-
nostnich df1d neionogenniho tenzidu, s vyhodou ethoxylovaného oleylalkoholu, laurylalkoholu
nebo myristylalkoholu a druhd slofka je tvofena vodnym roztokem, obsahujic{m na 1 hmotnostni
dfl N-/l-naftyl/-ethylendiaminu ve formé& bdze nebo soli, nap¥iklad ve formé& dichloridu nebo
sulfdtu, 0,5 aZ 4 hmotnostn{ dily kyseliny sfrové.

Dvouslofkové &inidlo podle vyndlezu umo¥Ruje rychlé a spolehlivé stanoven{ modoviny
fotometrickou kinetickou metodou i ve vzorcich obsahujfcich bflkoviny, napf¥fklad v Zivo&is-
nych sérech, aniZ by v inkubadni sm&si vznikal neZddouc{ zdkal. P¥{tomnost neionogenniho
tenzidu na b4zi ethoxylovanych vy&Zfch alkohold md specificky vliv na potladenf zdkalu plso-
beného bflkovinami a soufasné solubilizuje a stabilizuje o-ftaldialdehyd. P¥i stanoven{ mo&o-
viny ve vzorcich obsahujfcich aZ 10 hmotnovych procent bflkovin je tvorba zdkalu zcela potla=-
Zena a kalibradni funkce dA' = f/c/, kde ¢ je koncentrace mo¥oviny ve vzorku v mmol/l, m&
linedrn{ prib&h aZ do obsahu modoviny 50 mmol/l.

Cinidlo podle vyndlezu je vhodné pfipravovat ve form& dvou roztokd jednak s ohledem na
jeho vy38f stabilitu, jednak proto, Z%e s nim lze provdd&t fotometrické kinetické stanoveni
mo&oviny riznymi postupy a s vyuZitim rdznych typd automatickych kinetickych analyzdtord, nebo
i manudln® pomoc{ jednoduchého digitdlnfho fotometru.

Jak bylo nalezeno,‘s tinidlem podle vyndlezu jsou i p¥i analyze krevnich sér ziskdny
pfesné a sprdvné hodnoty mo&oviny, korelujici se stanovenim modoviny diacetylmonoximem nebo
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se stanovenim enzymovym. Cinidlo podle vyndlezu lze vyrdb&t ve stabilnf form& z dostupnych
surovin.

P¥f{klad 1

P¥ipravi se 2 200 ml vodného roztoku obsahujfcfho 1,3 g o-ftaldialdehydu, 20 g ethoxylo-
vaného oleylalkoholu a 0,7 ml koncentrované kyseliny sirové.

Pi¥ipravi se 800 ml vodného roztoku obsahujfcfho 1,3 g N-/l-naftyl/ethylendiamin dihyd-
rochloridu a 180 ml koncentrované kyseliny s{irové.

P¥fklad 2

P¥ipravi se 250 ml vodného roztoku obsahujicfho 0,1 g o~ftaldialdehydu, 36 g koncentro-
vané kyseliny sirové a 0,5 g ethoxylovaného myristylalkoholu.

Pfipravi se 80 ml vodného roztoku obsahujfctho 0,1 g N-/l-naftyl/ethylendiamin«sulfdtu
a 10 g koncentrované kyseliny sirové.

P¥i{iklad 3

P¥ipravi se 250 ml vodného roztoku obsahujfcfho 0,1 g o-ftaldialdehydu, 58 g koncentro=-
vané kyseliny sf{rové a 4 g ethoxylovaného laurylalkocholu.

P¥iprav{ se 50 ml vodného roztoku obsahujfcfho 0,1 g N/l-naftyl/ethylendiaminu a 0,05 g

koncentrované kyseliny sfrové.
P¥riklad 4

Oba roztoky &inidel podle vynilezu z p¥fkladd 1 a%Z 3 se pfed analyzou vytemperujf na
37 °c. Do tempexované kyvety fotometru se odm&¥{ 2,5 ml roztoku o—ftaléialdehydu podle p¥{-
kladd 1 a¥ 3, pfid4 se 0,05 ml vzorku a reakce se nastartuje 0,5 ml roztoku N—/l-naftyl/—’
ethylendiaminu podle p¥fkladd 1 a% 3. Sleduje se zm¥na absorbance mezi 30 aZ 90 s po startu.
Ze zmé&ny absorbance vzorku /dAl/, standardu mo&oviny /dAz/ a blenku obsahujiciho_misto vZor-
ku vodu /dA3/ se vypodte obsah moloviny ve vzorku.

Je mo¥né postupovat i tak, ¥e se bezprost¥edn¥d p¥ed analyzou smichajf oba roztoky podle
vynédlezu podle p¥fkladd 1 a% 3 v pom&ru 5 : 1, ke 3 ml sm&si se p¥id4 0,05 ml vzorku a sle-
duje se zm&na ahsorbance podobn& jako v pfede3lém pffpadé.

PREDMET VYNXKLEGZU

Dvouslo¥kové &inidlo pro fotometrické kinetick€ stanovenf modoviny na bdzi o-ftaldialde-
hydu a N-/l-naftyl/ethylendiaminu, vyzna&ené tf{m, %e prvd sloka je tvofena vodnym roztokem
obsahujicim'na 1 hmotnostnf{ dfl o-ftaldialdehydu 1 a¥ 580 hmotnostnfch dfld kyseliny sirové
a 5 a¥ 40 hmotnostnich 4118 neionogennfho tenzidu, s vyhodou ethoxylovaného oleylalkoholu,
laurylalkoholu nebo myristylalkoholu a druhd sloZika vodnim roztokem obsahujicim na 1 hmot,~
nostn{ dfl1 N-/l-naftyl/ethylendiaminu ve form& b&ze nebo soli, nap¥iklad dihydrochloridu nebo
sulfdtu 0,5 aZ 4 hmotnostnfch df1d kyseliny sirové. ’



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

