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Prfedmétem vyndlezu je ¢€inidlo k enzy-

matickému stanoveni substrati nebo enzy-

matické ufinnosti sestdvajici ze systému
pro stanoveni substrdtu nebo enzymu po-
moci redox-reakce jako mé¥Fici reakce, vy-
znadujici se tim, Ze obsahuje askorbdtoxi-
ddzu.

Cinidlo je vhodné predeviim pti analyze
farmaceutickych pripravkd nebo {fyziolo-
gickych kapalin.
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Vynédlez se tyka ¢&inidla k enzymatické-
mu stanoveni substrati.

V klinické a farmaceutické chemii, bio-
chemii a potravindfské chemii maji redox-
reakce ke stanoveni koncentrace enzymu
nebo substrdtu velky vyznam. Vyhodnoce-
ni t&chto reakci je moZno provadét foto-
metricky. V pFipadg&, Ze jsou ve zkuSebnim
vzorku kromé& Z4dané redox-reakce jeSt&
dal8i redukujici latky, je nutné podcitat s
vét§i chybou vzhledem k ruSeni této reak-
ce. Zv14sté Casto se ve vzorku vyskytuje ky-
selina askorbovd. Jako silné redukéni &i-

peroxidaza

4

nidlo vede tato latka k chybam pfi vySetfo-
vani farmaceutickych p¥ipravkd nebo fyzio-
logickych kapalin, jako moéi, rostlinnych
§tav s obsahem kyseliny askorbové nebo
ndkterych potravina¥Fskych vyrobkli, které
kyselinu askorbovou obsahuji nebo k nimZ
byla tato kyselina priddna. Je napriklad’
zndmo, Ze kyselina askorbova rusi ndsledu-
jici reakce.

Reakce, pfi nichZ se uvddi ve styk pe-
roxid vodiku a donor vodiku s peroxiddzou
(POD) jsou ruSeny ndsledujici reakci

Kyselina askorbovd + Hy0p ———— Kkyselina dehydroaskorbovd + Hy0.

Reakce, pfi nichZ se redukuji tetrazoliové soli reduk&nimi &inidly na formazany

jsou ruSeny nésledujici reakcl.

Kyselina askorbova + tetrazoliovd siil —- formazan - Kkyselina dehydroaskorbova.

Reakce, pfi nichZ dochézi ke styku fe-
nolli s nukleofilnimi reakénimi slozkami s
tim k jejich oxidativni vazb& jsou ruSeny
tim, Ze kyselina askorbovd zpusobuje zatim
nezndmym zplscbem vznik vedlej§ich re-
akci, takZe vznikd nejednotny oxidativni
produkt, ktery se liSi u absorbci v normadl-
nim i ultrafialovém svétle od b&Znych pro-
duktli této reakce.

K odstranéni kyseliny askorbové ze vzor-
ku jsou b&Zné oxidatni metody zpravidla
nevhodné. Oxidadni ¢inidlo porusuji také
substrdty a enzymy a rozruSuji je. Reduké-
ni produkty, t&chto &inidel, vétSinou dvoj-
vazné nebo trojvazné kovové ionty d&asto

askorbéatoxidéza
Kyselina askorbovd + 1/2 Oy —————— -

Podle literdrnich tdajd, tykajicich se oxi-
dézy kyseliny askorbové by bylo nutno o-
¢ekévat, Ze se enzym k uvedenému ugelu
nehodi. VSechny dosud ziskané pfipravky
tohoto enzymu redukuji jako vedlej8i reak-
ce peroxid vodiku. Mimoto se askorbéatoxi-
déza velmi rychle inaktivuje vznikajicim pe-
roxidem vodiku. (Biochemical Copper Pro-
ceedings Symposiumm Harriman New York
1963, str. 305 az 337).

To plati i pro velmi ¢isté piipravky, kte-
ré pri elektroforéze v ultraodstfedivce jiZ
nemaji Z4dné nedistoty. [Biochem. 4, 1362
aZ 1370 (1965)]. Pri¢inou inaktivace je tvor-
ba peroxidu vodiku [Biochem. Biophys. Ac-
ta 56, 427 aZ 439 (1962)]. Podle této citace
vznikd z jedné jednotky askorbédtoxiddzy v
roztoku kyseliny askorbové o koncentraci
1 mmol/litr celkem 0,7 x 10-2 mmolu/litr
peroxidu vodiku. Tyto koncentrace jsou ve
vzorcich &asto dosaZeny. Vznikajici peroxid
vodiku déle rudf enzymatickou reakci, jak
je moZno ukézat nap¥iklad na piikladu ka-
taldzy.

s axs

brzdi d€innost enzymil, uZitych k indikac-
ni reakci. RozruSeni Kkyseliny askorbové
kyslikem je moZno provad&t pouze v silné
alkalickém prostiedi, nap¥iklad 25% hyd-
roxidu sodného. Toto prostiedi vSak rozrusi
substraty i enzymy.

Vynélez si klade za tkol navrhnout &i-
nidlo ke stanoveni substrdtii nebo enzyma-
tické Gfinnosti pfi pouZiti redox-reakce, tak,
aby tato reakce jiZ nebyla ruSena kyseli-
nou askorbovou.

Podle vynélezu je tento ukol vyfFeSen tak,
Ze se ke vzorku pFidéd askorbatoxidéaza.

Askorbatoxiddza katalyzuje nadsledujici
reakci:

kyselina dehydroaskorbovéd + Hy0.

PTi provddéni ndsledujici reakce

L POD L
donor vodiku + Hy03 ——~ barvivo + 2 H,0

v. pF¥ipad& fotometrického zjiSt&ni peroxidu
vodiku dochézi pf¥i moldrnim extinkénim
koeficientu pf#ibliZng 20 cm?umol k dife-
renci 0,14. ProtoZe rozsah méfeni fotome-
trickych reakci je 0,01 aZ 1,00, je tato chy-
ba naprosto nepfrijatelnd. Stejnym zpliso-
bem je ruena reakce i v tom p¥ipads, Ze
misto peroxidu vodiku vznikaji organické
hydroperoxiddzy a misto POD uZije hemo-
globin nebo jiny katalyzdtor oxidace.

Kromé& toho, Ze dochézi k chybé&, vyvola-
né pritomnosti peroxidu vodiku je z litera-
tury také zndmo, Ze reakce kyseliny askor-
bové probshne jiZ dlouho p¥ed odstrans-
nim této kyseliny.

Zv148té nepiiznivd je tato skutenost pii
téch redox-reakcich, p¥i nichZ vznikd pe-
roxid vodiku, protoZe tento peroxid na jed-
né strand podporuje inaktivaci enzymu a
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na druhé stran& vede ke vzniku daldtho
mnoZstvi peroxidu pilisobenim askorbétoxi-
dézy a tim k naprosto nepifehlednému prii-
bs8hu reakce. Je proto pFekvapujici, Ze o-
proti veSkerému ofekdvani je moZné uplné
odstranit reakéni chybu, zplsobenou pii-
tomnosti askorbatu pfidanim askorbatoxi-
dazy, aniZ by pritom do3lo k dal3im chy-
bam, které by rusily priznivy adinek askor-
bézy.

Cinidlo podle vynéalezu se s vyhodou u-
Ziva pi¥i enzymatickych reakcich, zvlasté ta-
kovych, u nichZ vznikd peroxid vodikuy, tj.
pFi reakcich, katalyzovanych oxiddzami ja-
ko jsou glukOzooxidaza, urikdza, choleste-
roloxiddza a podobné enzymy a déale pfi re-
akcich, pfi nichZ jsou redukovéany tetrazo-
liové soli nebo pfi nichZ dochézi k reakci
mezi fenolem a nukieofilnim reakénim C¢i-
nidlem za vzniku oxidativnich produktd.
MnoZstvi pfidané askorbdtoxiddzy se Tidi
podle ofekdvaného mnoZstvi kyseliny askor-
bové ve vzorku. Zpravidla se pridava 0,002
aZ 100, s vyhodou 0,01 aZ 30 jednotek/ml
vzorku.

Hodnota pH pri reakci se ridi podle hod-
noty, kterd je Zadouci vzhledem k pouZité-
mu enzymu. Jinak je moZno reakci provadét
v rozmezi 4,0 aZ 8,5. Zv1a5té vyhodné je po-
uZiti askorbatoxidazy z Cucurbita pepo me-
dullosa. Je v8ak moZné uZit i askorbatoxi-
ddzu jiného plvodu.

Pifedmétem vyndlezu je tedy Cinidlo k en-
zymatickému stanoveni substratli nebo en-
zymatické GCinnosti sestavajici ze systému
pro stanoveni substrdtu nebo enzymu po-
moci redoy-reakce jako méFici reakce, vy-
znacdujici se tim, Ze obsahuje askorbatoxi-
dazu.

Vyhodné reakce tohoto typu obsahuji v
piipadé gluko6zy jako substratu enzymy. pe-
roxiddzu, glukézooxiddzu, dale o-dianisidin
nebo amino-di-3-ethylbenzylthiazolinsulfo-
nat (6) s pufrem nebo hexokindzou, gluké-
zo0-6-fosfdtdehydrogendzu, diafordzu, NADP,
tetrazoliovou stil jako 3-(4-jédfenyl)-2-(4-
-nitrofenyl)-5-fenyl-2H-tetrazoliumchlorid a
puir.

U kyseliny mofové jako substritu sesta-
va systém s vyhodou z peroxidézy, urika-
zy, fenolu jako 2,4-dichlorfenolu, aminoan-
tipyrinu a pufru. V pfipadé& stanoveni gluta-
matu sestdva systém s vyhodou z glutamat-
dehydrogendazy, diafordzy, NAD, INT a puf-
ru. V pfipadé tyrosinu se uZije tyrosindza,
3-methy!-6-kaliumsulfonylbenzthiazolon-
hydrazon (2), pfi stanoveni pyrokatechinu
se uZije difenoloxiddza, 3-methyl-6-kalium-
sulfonylbenzthiazolonhydrazon (2) a pufr.
VZechny tyto systémy ke stanoveni substra-
tu jsou zndmé. Je mozZno uZit tyto i jiné zné-
mé systémy ke sianoveni substrdtu nebo
enzymu.

Cinidlo podle vynédlezu méa zvlasts velky
vyznam I pFi pouZiti k rychlé diagnostice
nekterych poruch. Pripravky pro rychlou

diagnostiku obsahuji zpravidla rzné re-
akéni sloZky, nutné k provadéni reakce v
impregnované formé& na nosi¢i, nebo spolu
s pojivem na nosné f6lii jako povlak. P¥i
vyhodné formé& provedeni téchto reakci se
askorbdatoxiddza priddvd k reakéni smési
pred impregnaci nosite. Timto zpGsobem je
moZno ziskat napiiklad papirky, u nichZ ne-
ni reakce ruSena kyselinou askorbovou a
jichZ je moZno uZit ke stanoveni glukézy
v moc¢i, (nap¥iklad podle DT—OS 2 338 932)
ke stanoveni krve v modci, napfiklad podle
P 2460903—8 nebo podle NSR patentu
2 235152 a ke stanoveni krve ve vykalech.

Skutednost, Ze askorbatoxiddza ve zku-
Sebnich papircich na krev v. moc€i je stabil-
ni je nanejvyS prekvapujici. Tyto papirky
totiZ obsahuii pirebytek organickych hydro-
peroxid@i, které by mély zpisobit inaktiva-
ci askorbatoxidazy. :

Askorbatoxiddzu je vSak moZno také na-
nést na oddéleny nosi¢, ktery se pak smisi
s nosi¢em pro zbyvajici reakéni sloZky, na-
piiklad se prevrstvi, stmeli apod. -Zv1asté
vyhodnym nositem pro askorbatoxidazu je
v tomto pfFipadé tzv. ve vodé rozpustny pa-
pir, napiiklad podle DT—OS 2436 598, pri
pouZiti barevné reakce je pak moZno vy-
slednou barevnou zménu zvlasté dobre ode-
Cist.

Nosny materidl se popfipadé impregnu-
je v oddélenych zdndch eskorbitoxiddzou
a ostatnimi reakénimi sloZkami. V tomto
pripadé& se s vyhodou uvadi nosi¢ se zkou-
manym vzorkem do styku tak, Ze se roztok
nejprve uvede ve styk se zénou s obsahem
askorbdtoxiddzy a pak teprve se zonou, kte-
réd obsahuje reakéni sloZky.

Podle dalsiho vyhodného provedeni vyné-
lezu se askorbédtoxiddza vdZe béZnymi. me-
todami pro fixaci enzyml na nerozpustné
nosi¢e. Tyto metody jsou zndmy z nésle-
dujicich literarnich udajd. il

DOS
1768512 2426 988
2128743 2603 158
2 260 185 1915 970
2 260 184

Cinidlo podle vynélezu se s vyhodou u-
Zivd pri stanoveni glukézy peroxiddzou a
glukoézooxidazou spolu s o-dianisidinem ne-
bo 2,2°-azino-di-3-ethylbenzthiazolinsulfond-
tem (6) (ABTS), pFi stanoveni glukézy po-
moci hexokindzy a gluk&zo-6-fosfatdehydro-
genazy, pfi stanoveni kyseliny mo€ové smé-
si fenolu, aminoantipyrinu, peroxiddzy a
urikdzy, ke stanoveni tyrosinu nebo pyro-
katechinu pfi pouZiti (4-methyl-6-kaliumsul-
fonylbenzthiazolonhydrazn (2) (SMBTH)
a tyrosindzy, popfipadé difenoloxidédzy.

Vynélez bude osvétlen ndsledujicimi pii-
klady.
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Priklad 1 -dianisidinu, peroxiddzy (ROD) a glukézo-
- oxidazy (GOD) ve fotometru pri vinové

Stanoveni glukdzy se provadi pouZitim o- délce 432 nm a 25 °C.

Cislo kyvety 1 2 3 4 5

fosfatovy pufr

PH 7,01 M 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

o-dianisidin

5 mg/ml 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

POD, 180 jednotek/ml 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

roztok glukézy

1 mg/ml 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03

roztok kyseliny askorbové

10 mmold — 0,1 0,01 0,1 0,01

voda 0,12 0,02 0,11 — 0,09

askorbétoxiddza

500 jednotek/ml — — —_ 0,02 0,02

Inkubace 1 minuta p¥i 25 °C, odette se Ei, pak se pfidd

GOD 70 jednotek/ml 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Inkubace 30 minut p¥i 25 °C, odette se Ez a vypoditd AE = Ez—E1

AE 0,541 0,010 0,316 0,540 0,543
MéFeni v prvni kyveté nebylo nidim ru- Priklad 2

Seno, protoZe kyveta neobsahovala kyseli-
nu askorbovou.

Dalsi dvé kyvety ukazuji, ¥e pfitomnost
1, popfipadé 0,1 umolu askorbdtu rusi prv-
ni zkouSku témér Gplné, ve druhém piipads
na 41,5 %.

Dalsi dvé kyvety ukazuji, Ze pfiddnim 10
jednotek askorbatoxiddzy je moZno tplng
zrusit nepifznivy vliv askorbétu,

Stanoveni glukoézy bylo provddéno p¥i po-
uZit{ 2,2'-azino-di-[3-ethylbenzthiazolinsulfo-
nét (6)] (ABTS), POD a GOD ve fotometru
pFi vlnové délce 432 nm a teploté 25 °C.

Kyveta &islo 1 2 3 4 5
fosfatovy pufr

PH 5,6, 0,1 M 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75
ABTS 50 mmold 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
POD 250 jednotek/ml 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
roztok glukézy 0,1 mg/ml 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
roztok kyseliny askorbové 1 mmol —_ 0,1 0,01 0,1 0,01
voda 0,12 0,02 0,11 — 0,09
askorhatoxidaza

500 jednotek/ml — —_ — 0,02 0,02
Po inkubaci 1 minutu p¥i 25 °C se odedte E; a p¥idé se

GOD 70 jednotek/ml 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Po inkubaci 30 minut pfi 25 °C se odette Ey a vypolitd se AE = E; — E;

AE 0,505 0,000 0,40 0,502 0,504

Prvni kyveta odpovidd neru$enému sta-
noveni bez askorbdtu. Nasledujici dvé ky-
vety ukazuji, Ze 0,1 nebo 0,01 umolu askor-
bédtu brzdi zkouSku v prvnim pfipadé& tplnég,
ve druhém na 21 %.

V poslednich dvou kyvetdch je zkouSka
s neruSenym pribéhem v diisledku toho, Ze
rusivy vliv askorbdtu v uvedenych koncen-
tracich byl zruSen pfiddnim 10 jednotek
askorbéatoxidazy. .
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Pr¥iklad 3
Stanoveni kyseliny mocdové bylo provadé-
Princip zkousky

urikédza

10

no smési fenolu, aminoantipyrinu, POD a
urikazy v automatickém analyzdtoru.

R

Kyselina moova + 0y + HyO0 ———~ allantoin + Hy0y

POD

2 H,0, + 2,4-dichlorfenol + 4-aminoantipyrin —- chinoidni barvivo -+ 2 HyO

Vyroba roztokil

1) Reak&ni ¢inidlo s obsahem askorbétoxi-
dézy

K 600 ml bidestilované vody se rozpusti
obsah standardizované lahvi¢ky. Prida se
0,3 ml pripravku Brij—35 polyethylengly-
kollauryletheru.

Smés je skladovatelnd ve tmavém skle pii
teploté 4 °C 4 tydny pfi teploté 25 °C 1 ty-
den.

2) Reakéni €inidlo s obsahem urikdzy

V 800 ml bidestilované vody se rozpusti
obsah standardizované lahvigky 2. PFida se
2,0 ml polyethylenglykollauryletheru. Roz-
tok je stdly v tmavém skle p¥i teplot& 4 °C
4 tydny, p¥i teploté 25 °C 1 tyden.

Koncentrace roztoku
1) 50 mmolf fosfatového pufru o pH 5,6

Askorbatoxiddza v mnoZstvi alespoil 0,056
aZ 0,9 jednotek mnoZstvi vyplyva z grafu

na obr. 2, pokud je lze odedist. Lze uZit i

vy38iho mnoZstvi.
2) 31 mmolu tris/kyselina citrénovd o pH
8,9 urukédza v mnoZstvi 0,08 jednotek/ml
nebo v&tsim
PCD v mnoZstvi 0,15 jednotek/ml nebo
vSt8im '
3,0 mmolu 2,4-dichlorfenolu,
4,0 mmolu 4-aminoantipyrinu.
Vynélez bude osvétlen v souvislosti s pFi-
loZenymi obr. 1 a 2.
Na obr. 1 je znézorn&no automatické za-
fizeni k provadéni zkouSek.

Obr. 2 znézoriiuje vysledky zkouSek gra-
fickym zplisobem.

K provedeni zkousky se uZije systému au-
tomatického zatizeni z obr. 1.

Teoto zabizenl sestavda z piivodu 1 pro
vzduch, pfivodu 2 pro vzorek, privodu 3
pro svrchu uvedené reakéni ¢inidlo 1, pri-
vodu 4 pro vzduch a p¥Fivodu 5 pro reakéni
¢inidlo 2. Za témito pfivody je zafazen dia-
lyzdtor 6 a za nim reakéni trubice 7, na je-
jimZ konci se nachdzi fotometr & pro mé-
feni pFislusnych hodnot. o

Piivcdem 1 se pfivddi 0,32 ml! vzduchu
za minutu, pFivodem 2 0,23 ml vzorku za
minutu, p¥ivodem 3 0,6 ml reak&niho €inidla
1 za minutu, pfivodem 4 0,32 ml vzduchu
za minutu a pFivodem 5 1,0 ml reakéniho
¢inidla 2 za minutu.

Na obr. 2 jsou na ose poradnic znézor-
nény mg kyseliny mocfové ve 100 ml, na
ose Usefek mg Kkyseliny askorbové na 100
mililitrd. ‘

Jednotlivé kfivky maji nésledujici vyznam:

krivka 1 pufr bez askorbétoxidazy

kiivka 2‘: 0,056 jednotek/ml askorbatoxidazy
k¥ivka 3': 0,112 jednotek/ml askorbédtoxiddzy
kiivka 4‘: 0,225 jednotek/m] askorbatoxidazy
krivka 5°‘: 0,45 jednotek/ml askorbéatoxidazy
krivka 6‘: 0,67 jednotek/ml askorbatoxiddzy
krivka 7‘: 0,9 jednotek/ml askorbéatoxidazy

Pf¥iklad 4

Gluko6za se stanovi sm&si HK/G6P—DH,
NADP, INT a diafordzy ve fotometru. Mé-
feni se provadi p¥i vlnové délce 492 nm a
pii inkubatni teploté 25 °C.
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Kyveta &fslo 1 2 3
fostatovy pufr o pH 7,5, '
01 molu 1,7 1,7 1,7
NADP/INT vZdy 1 mg/ml 0,1 0,1 0,1
diaforédza 5 jednotek/ml 0,1 0,1 0,1
glukdza 0,05 mg/ml 0,1 0,1 0,1
roztok askorbatu 10 mmold —_ 0,01 0,01
askorbitoxiddza 35 jednotek/ — — 0,03
/ml
voda 0,04 0,03 —
Po inkubaci 3 minut p¥i 25 °C se ode&te E, a prid4 se
HK/G8P—DH—roztok
56 jednotek/ml 0,05 0,05 0,05
Po 15 minutéch inkubace se odelte E; a vypoditd se AE = Ey — E,
AE 0,234 0,307 0,230

Kyveta 1 znamend neru$ené méfeni. Pfiklad 5

Kyveta 2 znamend ruSeni zkousky p¥itom-
nosti 0,01 ymolu askorbatu na 34 % pfi tvor-
b& sraZeniny, v kyvet& 3 je tento nepi¥izni-
vy vliv zcela odstranén piiddanim 1 jednot-
ky askorbdtoxidézy.

Stanoven! glutamdtu se provddi sm¥si
GIDH, NAD/INT/diafordzy ve fotometru pii
vinové délce 492 nm a teplotd 25 °C.

Kyveta &islo 1 2 3 4 5

fosfatovy pufr pH 5,6, 0,01 mmolu 1,30 1,20 1,29 1,18 1,27

roztok glutamédtu 0,2 mg/ml 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

roztok askorbitu 5 mmold —_ 0,1 0,01 0,1 0,01

askorbédtoxiddza 100 jednotek/ml - — —_ 0,02 0,02

Po inkubaci 3 minuty pfi 25 °C se do kyvet pfidd 0,2 molu TRA,

0,05 molu fosforetnanu draselného o pH 8,6 a 1,5 %

Triton—X—100 alkylarylpolyethylen-

glykolether 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

roztok NAD 5 mg/ml 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

roztok diafordzy 10 jednotek/ml 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

GIDH 100 jednotek/mi 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

Odecdte se E,, pfidd se

roztok INT 2 mg/ml 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

po inkubaci 15 minut p¥i 25 °C se odedte E, a vypolitd se AE = E, — E;,

AE 0,184 1,560 0,380 0,186 0,182
Kyveta 1 odpovidd nerusenému méfFeni. PFfiklad 6

Z vysledkdl kyvet 2 a 3 je zF¥ejmeé, Ze 0,5
nebo 0,05 umolu askorbdtu rusi test na 100
proc. pfi tvorb& sraZeniny.

V kyvetdch 4 a 5 dojde k tplnému od-
stran&ni tohoto ru$ivého uc¢inku p¥Fiddnim
2 jednotek askorbétoxiddzy.

Stanoveni tyrosinu se provddi smé#si 3-
-methyl-6-kaliumsulfonylbenzthiazolonhyd-
razonu {2) (SMBTH) a tyrosinédzy ve foto-
metru pfi vinové délce 492 nm a teplotd 25
stuptifit Celsia.
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Kyveta €islo 1 2 3
fosfatovy pufr, pH 5,2,
0,25 molu 2,77 2,77 2,77
SMBTH 0,1 molu 0,05 0,05 0,05
kyselina askorbova
10 mmold — 0,1 0,1
voda 0,12 0,02 —
askorbdtoxidédza 500
jednotek/ml — — 0,02
tyrosinaza 60 jednotek/ml 0,05 0,05 0,05
Po inkubaci 1 minutu pri 25 °C se odeCte E1 a prida se
tyrosin 2 mmoly 0,05 0,05 0,05
Po inkubaci 1 hodinu p¥i 25 °C se odefte E2 a vypocitd se AE = Ez—E1
AE 1,113 0,728 1,100

Prvni kyveta odpovidd neruSenému méfe-
v druhé kyveté sniZi pridavek 1 umol askor-
‘bétu teoretickou hodnotu o 35 9%, v nésle-
dujici kyveté je tato chyba zcela odstrané-
na pFiddanim 10 jednotek askorbédtoxidazy.

Priklad 7

Stanoveni pyrokagechinu se provadi sm8é-

si SMBTH a difenoloxidazy.

Kyveta ¢islo . ' 1 2 3

fosfdtovy pufr, 0,25 molu, ;

pH 5,2 2,80 2,70 2,68
SMBTH 0,1 0,05 0,05 0,05
pyrokatechin 0,5 molu 0,10 0,10 0,10
roztok askorbdtu 20 mmold — 0,1 0,1

askorbéatoxiddza 500

jednotek/ml -— — 0,02
Po 1 minuté inkubace pii 25 °C se odette E, a pFida se

difenoloxidédza 200

jednotek/ml 0,05 0,05 0,05

Po 17 minutach inkubace pfi 25 °C se odelte E; a vypoc€itad se AE = Ey — E;

AE 0,890

Kyveta 1 odpovidd neruSenému méfeni.

V kyveté 2 sniZi 2 wpmoly askorbdtu teo-
relickou hodnotu o 47 %, toto sniZeni je v
kyvet€ 3 zcela odstranénoc pridanim 10 jed-
notek askorbétoxidézy.

Pr¥iklad 8

Testovaci papirky ke stanoveni glukézy v
moci

Filtra¢ni papir se ponoii do roztoku né-
sledujiciho sloZeni a pak se su$i p¥i 50 °C.

1,2 M citrdtovy pufr o pH 5 50,0 ml
9-{y-dimethylaminopropyl)-6-
-chlor-3-aminokarbazoldihydro-

chlorid 075 g
glukozooxiddza 104 jednotek/mg 0,25 g
peroxiddza 63 jednotek/mg 0,05g
askorbétoxiddza 100 jednotek/mg 1,00 g
voda 100,00 ml

0,485 0,896

Papirek se po styku s moéi, obsahujici
gluk6zu zbarvi CervenooranZové aZ ¢erveno-
Cervené. Po reakini dobé 2 minuty davaiji
mofe s obsahem glukdzy a kyseliny askor-
bové aZ do koncentrace 150 mg/dl totéZ
zbarveni.

PFi pouZiti papirkd téhoZ sloZeni bez as-
korbdtoxiddzy je podle obsahu glukézy re-
aklni zbarveni pfi koncentraci kyseliny as-
korbové od 50 mg/dl oslabeno nebo zcela
potlageno.

Priklad 9
ZkuSebni papirky ke stanoveni krve v moé&i

Fitra&ni papir se impregnuje nésledujicim
roztokem a pak se susi pfi 40 °C.

Roztok 1

1,2 M citratového puiru o pH 2,55 35,0 ml
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dvojsodnd stl kyseliny

ethylendiamintetraoctové 01g
dioktylnatriumsulfosukcinat 0,5g
2,5-dimethylhexan-2,5-dihydro-

peroxid (70 %) 168
trimorfolid kyseliny fosforeéné 12)7 g
askorbéatoxiddza 100 jednotek/mg 03g
methanol 30,0 ml
voda do 100,0 m1
Roztok 2

3,3,5,5'-tetramethylbenzidin 0,3g
fenanthridin 0,2g

toluol/petrolether (30 : 70} do 100,0 ml

Pfi pouZiti tohoto papirku je moZno
zjistit pritomnost 5 ¢&ervenych krvinek v
1 mm?® v moé&i i za pFitomnosti 30 aZ 50 mg
kyseliny askorbové na 100 ml. P¥i pouZiti
papirku téhoZ sloZeni bez askorbatoxidazy
neni moZno prikaz provadst jiz za p¥Fitom-
nosti 10 aZz 20 mg kyseliny askorbové/100
mililitrd modci.

Priklad 10
ZkuSebni papirek A

Papirek z pfikladu 9 bez askorbatoxida-
zy.

ZkuSebni papirek B

Ve vodé& rozpustny papir z karboxymethyl-
celulézy o plo¥né vize 60 g/cm? se nasyti
roztokem 20% ledové Kyseliny octové v me-
thanolu za uddelem neutralizace. Pak se pa-
pirek postfikd vodnym roztokem askorbat-
oxiddzy o koncentraci 10° jednotek/ml a u-
susi se.

18

ZkuSebni papirek B se poloZ na papirek
A a oba papirky se uloZi na podloZni poly-
esterovou f6lii a kryji nylonovou siti. Zkou-
many vzorek moci se kape na takto vzniklé
prouZky.

Byly ziskédny tytéZ vysledky jako v piikla-
du 9.

Priklad 11
ZkuSebni papirek ke zji§t&ni krve ve stolici

Filtratni papir se postupn& nasyti nésle-
dujicimi roztoky a su3i pfi teplot& 40 °C.

Roztok 1
1,2 M citréatovy pufr o pH 5,25 10 ml
askorbéatoxiddza 100 jednotek/mg 0,3g
voda do 100,0 m!
Roztok 2

guajakovd pryskyfice 3g
toluol do 100,0 ml

Roztok se zfiltruje a filtrat se u¥i‘e k im-
pregnaci filtratniho papiru.

Ziskéa se zkuSebni papirek, na n&jZ se na-
nese vzorek stolice. V pfipad& Ze se na
zadni stranu papirku nanese 3% vodny roz-
tok peroxidu vodiku, vytvofi se modré zbar-
beni v pfipadé, Ze stolice obsahuje alespoii
2 % krve. Toto zbarveni se vyvine také za
pFitomnosti kyseliny askorbové v mnoZstvi
15 mg/100 g, kdeZto p¥i pouZiti zku¥ebniho
papirku bez askorbatoxiddzy se zbarveni
vitbec nevyvine.

PREDMET VYNALEZU

1. Cinidlo k enzymatickému stanoveni sub-
stratl nebo enzymatické G&innosti sestiva-
jici ze systému pro stanoveni substratu ne-
bo enzymu pomoci redox-reakce jako mé&¥i-
ci reakce, vyznaCujici se tim, Ze obsahuje
askorbédtoxiddzu.

2. Cinidlo podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze je naneseno na impregnaceschopny
nosny material, s vfhodou papir.

2 listy vykresii
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