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Vynélez se obecné vztahuje k oboru zkou-
Seni sloZeni riiznych prostfedi za pouZiti
zkuSebnich prostiedkli, zejména se tyka
zpdsobu stanoveni latky v nékolika reak¢-
nich systémech, z nichZ se kaZdy uplatiiuje
za odliSnych reakénich parametrd.

A% dosud byl vyvinut velky poget zkuSeb-
nich prostfedkll pro stanoveni specifickych
sloZek v kapalindch, jako je mo¢ a krev. Ty-
to zkuSebni prostfedky mély rdzné formy.
Jednou z nejoblibenéj§ich forem byly zku-
Sebni papirky indikujici po navlhéeni vzor-
kem poZadovanou sloZku. Nékteré z téchto
prostfedkd jsou vhodné pro stanoveni tako-
vych sloZek, jako je glukdza, bilkovina,
skrytd krev a podobné latky v té&lesnych te-
kutindch, zatimco jiné se hodi pro stanove-
ni rdznych sloZek v jinych kapalinéch, ja-
ko ve vod& v plaveckych bazénech, v Fez-
nych tekutindch apod.

Tyto zndmé zkuSebni systémy byly obvyk-
le systémy jednofdzového typu a obsahova-
ly jednu nebo vice reakénich sloZek pro u-
drZeni reakCnich parametrt pri zkuSebni
reakci ve specifickém rozmezi, aby reakce
mohla probihat, napfiklad pufr pro udrZo-
vani specifického rozmezi hodnoty pH.

- Nékteré z t&chto systémf zahrnovaly vi-
ce neZ jednu reakci a pokud tyto reakce
bylo moZno provadét za stejnych reakénich
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podminek, byly takové systémy uspokojivé.
Existuje v8ak fada situaci, kdy je treba, aby
probihala vice neZ jedna reakce, pfitemZ
jednotlivé reakce bud probihaji pouze, ne-
bo optimdlné za rfiznych reakénich podmi-
nek nebo v rizném prostifedi napriklad p¥i
riznych drovnich pH. KdyZz se v takovém
systému pouZije prostfedkd, u kterych se
udrzuji reakéni parametry pro jednu z téch-
to reakci, napiiklad kdyZ se udrZuje pH v
ur€itém specificky vymezeném rozmezi, mé
to za nésledek, Ze jedna nebo vice reakci
probihd v systému za podminek, které ne-
jsou optimalni. '

Systémy, u kterych se provadi vice reak-
ci za jednoho souboru reakénich parametrt
maji daldi nevyhodu v tom, Ze v nich nelze
pouZit urc¢itych reaké&énich sloZek vykazuji-
cich nejlepsi informaéni hodnotu, ponévadZ
tyto sloZky nejsou akceschopné za reaké-
nich podminek vyZadovanych jinou reakci
probihajici v systému.

I kdyZ tyto zndmé jednofdzové systémy
uspokojovaly velkou potiebu, chemické me-
todologie, kde byly aplikovatelné, byly ve
svém rozsahu omezeny. Znacné oblasti ana-
1yzy nebylo aZ dosud moZno provadét po-
moci béznych zkuSebnich systémi vzhledem
k omezenim vyplyvajicim z udrZovani re-
akénich podminek v jednom pomérn& tuz-
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kém rozmezi. Z oblasti anal§zy, ve kterych
nebylo moZno uplatnit zndmé zkuSebni sys-
témy, lze uvést Siroky rozsah analytickych
metod zahrnujicich né#kolikastupliové reak-
ce, které probihaji bud pouze, nebo opti-
mélné za rliznych reakénich parametri, na-
piiklad rizném pH, iontové sile, v pritom-
nosti jinych reakénich cinidel apod. Z ji-
nych vlivlh znemoZiiujicich pouZiti b&Znych
zkuSebnich systém{ lze uvést pritomnost
interferujicich l4tek, které je nutno inakti-
vovat, aby se dosahlo spolehlivého stanove-
ni analyzovanych l4tek a ddle opoZdé&né pfi-
dani n&které ze sloZek, kterd je bud nesta-
14 nebo ma za ur¢itych podminek Skodlivy
Gcinek.

Uvedeny vyndlez se tyka zplisobu stano-
veni latky ve vzorku v nékolika reak¢nich
systémech, z nichZ se kaZdy uplatiiuje za
odliSnych reak€nich parametr. Podstatou
vyndlezu je, Ze se vzorek uvede do styku s
nékolikasystémovym zkuSebnim prostied-
kem, ktery obsahuje n&kolik sloZek spoje-
nych s alespoil dvéma reakénimi systémy
fungujicimi za odliSnych reakénich para-
metrd, pfiemZ alespoil jedna z uvedenych
sloZek zplsobuje odezvu v pfitomnosti sta-
novované latky a alespoil jedna dalsi z u-
vedenych sloZek azplisobuje pii styku se
vzorkem za reakénich parametrd, pFi kte-
rych se uplatiiuje prvni z uvedenych reaké-
nich parametrd na parametry, pfi kterych
se uplatiiuje alespoinl jeden z jinych uvede-
nych reakénich systémf, pPidemZ uvedeny
nékolikasystémovy zkuSebni prostiedek je
popiipadé kombinovadn s nosiem, a pak se
sleduje detegovatelnd reakce.

PouZity , n8kolikasystémovy zkuSebni pro-
stfedek obsahuje alespoii jednu sloZku rea-
gujici s analyzovanou sloZkou a alespoii
jednu dal3i sloZku, kterd méni reakéni pa-
rametry.

Zplsobu podle vyndlezu Ize pouZit pii
analytickych metoddch, které vyZaduji in-
termedidrni zménu reakénich parametri
pomoci jedné operace.

Vyhodou zplsobu podle vyndlezu je, Ze
ho 1ze pouZit i v téch piripadech, kdy b&%né
zkuSebni systémy selhdvaji v disledku pii-
tomnosti latek, -které rusdi detekci hledané
sloZzky nebo v dfsledku nestdlosti pouZiva-
nych reakcnich Cinidel v prostfedi, ve kte-
rém se stanoveni provadi,

ZkuSebni prostifedek pouZity podle vyné&-
lezu miZe obsahovat vice neZ jednu sloZku
zplsobujici odezvu na stanovenou latku.
SloZkou zptsobujici odezvu na stanovova-
nou latku miZe byt s vyhodou barevny in-
dik4tor, antigen, protildtka, enzym nebo ji-
né specifickd vazebné sloZka apod. Ze zmén
parametri, které se za pouZiti zplsobu po-
dle vynédlezu provadéji, se ddva obzvlastni
piednost modifikaci pH, modifikaci iontové
sily, upravovédni, obsahu né&kterych latek,
napriklad odstrafiovdni interferujicich 14-
tek a modifikaci reakéni rychlosti.

Ve vyhodném provedeni obsahuje n&koli-
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kasystémovy zkuSebn{ prost¥edek vice slo-
Zek spojenych s alespoiri dvdma reak¢nimi
systémy fungujicimi za odli¥nych prvnich a
druhych reakénich parametrd, pFicem¥
alespoil jedna z uvedenych sloZek zplisobu-
je odezvu v pritomnosti stanovené latky v
prvnim reakénim systému za uvedenych prv-
nich reak¢nich parametrii a alespoil jedna
z jingch uvedenych sloZek zptisobuje po sty-
ku se vzorkemh zménu reakcénich parametrii
na druhé reakéni parametry, za kterych se
uplatiluje druhy reakéni systém.

Podle dal$iho vyhodného zpisobu prove-
deni je v nékolikasystémovém zkuSebnim
prostfedku pouZitém podle vynélezu ales-
poil jedna z uvedenych sloZek zpisobujicich
zménu reak¢nich parametri enkapsulovédna
(zapouzdiena) tak, aby byla pFfi styku se
vzorkem uvolnitelnd a zplsobila po svém
uvolnéni vytvofeni uvedenych druhych re-
ak&nich parametrd, za kterych se uplatiiu-
je uvedeny druhy reak¢ni systém. Pro za-
pouzdiovani se prednostn& pouzivd mikro-
kapsli, které se vyrabgji b&Znou zpouzdio-
vaci technikou, Mikrokapsle obsahujf sloZ-
ku zpfisobujici zménu reakénich parametri.
Mikrokapsle jsou prednostné -osmosensitiv-
ni a tim se umoZiluje uvolnéni jejich obsa-
hu. Mohou byt rovnéZ vytvoleny z latky,
kterd je rozpustnd v roztoku vzorku. Kro-
mé slozky ménici reakéni parametry, mo-
hou byt rovnéZ zapouzdfeny jiné sloZky, ja-
ko sloZky, které optimalné reaguji za re-
akénich parametri druhého reakéniho sys-
tému.

Podle dalSiho vyhodného provedeni zpi-
sobu podle vyndlezu se pouZivd nékolika-
systémového zkuSebniho prostfedku, ve kte-
rém alespoii jedna sloZka zpasobujici zmé-
nu uvedenych reak€nich parametri sestdva
alespoil ze dvou komponent, které spolu po
styku se vzorkem vzajemné reaguji za vzni-
ku uvedenych druhych reakénich parame-
trd, za kterych se uplatiiuje druhy systém.
Vzdjemné reagujicimi sloZkami jsou pied-
nostné katalyzator, jako enzym a jeho sub-
strat. Jedna nebo obé& ze vzdjemné reaguji-
cich komponent mohou byt popfipad& za-
pouzdieny v mikrokapslich.

Podle je3t& dalsiho vyhodného provede-
ni vyndlezu obsahuje nékolikasystémovy
zkuSebni prostfedek vice sloZek spojenych
s alespoii dv8ma reakénimi systémy, které
funguji za odliSnych reakénich parametrg,
pFitemZ alespoil jedna z uvedenych sloZek
zpusobuje odezvu v pfitomnosti stanovova-
né latky ve druhém nebo dal$im reak¢nim
systému a alespoil jedna dalsi z uvedenych
sloZek desaktivuje v prvnim reakénim sys-
tému latku obsaZenou ve vzorku, kterad in-
terferuje se slozkou zphsobujici odezvu na
stanovovanou latku. SloZka zptsebujici ode-
zZvu na stanovovanou latku je prednostnd
zapouzdfena nebo jinak odloudena, aby do-
$lo k jejimu uvolné&ni po reakci sloZky des-
aktivujici interferujici latku. MiZe se po-
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uZit ochranného navdzdni této ldtky na ur-
¢end mista nebo jinych dobfe zndmych tech-
nik.

Neékolikasystémovy zkuSebni prostfedek
pouZivany pi#i zplsobu podle vyndlezu lze
upravit pokud se tyfe jeho sloZek tak, aby
se hodil pro kterékoli ze shora uvedenych
provedeni. MGZe byt rovnéZ zapracovdan do
nosic¢e, jako je nasdkavd nebo nenasdkava
matrice nebo smiSen s pojivy za vzniku
aplikaénich forem, jako jsou zkuSebni pa-
pirky indikujici po navlh&eni vzorkem zkou-
Senou sloZkou nebo tablety.

Podle jedné alternativy se miZe aplikac-
ni forma pfipravit tak, Ze se do nosné ma-
trice souCasnou nebo postupnou impregna-
ci zavede alespoil jedna slozka zpiisobujici
odezvu na zkouSenou latku ve vzorku v
alespoii jednom reak&nim systému spolu se
sloZkami zpusobujicimi zménu reakc¢nich
parametri. KdyZ se nosnd matrice impreg-
nuje kapalnym roztokem, po této operaci se
vysudi. KdyZ se pro zapouzdfeni sloZek po-
uZije mikrokapsli, provddi se zapouzdiova-
ni obyvkle prfedem a nezdvisle na jejich za-
vedeni do nosné matrice. At jiZ mikrokapsle
obsahuji sloZky zptsobujici odezvu na zkou-
Senou latku nebo sloZky déinné pro zménu
reakénich parametrfi, prednostné se zava-
déji do matrice po zavedeni ostatnich slo-
7Zek. Mikrokapsle lze impregnaci zavést do-
vnit nosné matrice, navrstvit na matrici ne-
bo soustiedit ve stFfedu aplikatni formy.

Aplikaéni forma miaZe byt spojena s pod--

loZkou, jako napiiklad s ¢asti umoZiiujict u-
chopeni, z organické plastické hmoty.

Podle jiného provedeni miZe mit aplikag-
ni forma podobu tablety. MiiZe se pouZit ja-
kékoli b&Zného zplisobu vyroby tablet, ja-
ko napftiklad lisovani. Pro dosaZeni tvaro-
vé stédlosti a celistvosti pfed pouZitim se mi-
Ze pouZit pojiv, zejména takovych pojiv, kte-
rd se rozpadnou nebo rozpusti pfi styku s
rozpoustédlem kapalného zkuSebniho vzor-
ku.

Pro zkouSeni kapalnych vzorkili, pfi kte-
rém se vzorek uvddi do styku se zkuSebnim
prostfedkem lze pouZit nékolikasystémo-
vych zkuSebnich prostfedkii, které neobsa-
huiji matrice, tabletovaci ¢inidla ani jiné no-
si¢e. Odezva na urcovanou latku obsaZenou
ve vzorku je zprostiedkovéna tvorbou chro-
moforického (barevného komplexu, oxidac-
né redukcéni reakci, tvorbou komplexu anti-
gen-protilatka nebo enzym-substrat nebo ji-
nou detegovatelnou zmé&nou.

Neékolikasystémového zkuSebniho prostied-
ku se s ohledem na tudelnost a spolehlivost
stanoveni pFednostné pouZivd ve formé pev-
ného piipravku, jako aplikatni formy. Apli-
katni forma se ponofri do vzorku nebo jinak
uvede do styku se skouSenym kapalnym
vzorkem. Alespoii jedna ze sloZek zavedend
do nosné matrice nebo impregnovana v nos-
né matrici reaguje se stanovenou latkou ne-
bo v jeji pritomnosti zphsobuje jinak ode-
zvu, Alespoil jedna dalSi z uvedenych slo-
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Zek zplsobuje pfi styku se vzorkem ze re-
akénich parametrii, za kterych funguje prv-
ni reakéni systém, zménu t&chto reakCnich
parametrfi na parametry, za kterych fungu-
je alespoii jeden dalSi reak¢éni systém. K
odezvé na stanovovanou latku mlZe dojit
za reak¢nich podminek nebo parametrii
existujicich v dobé styku aplikagni formy a
zkouSeného vzorku nebo aZ v pozd&jSim re-
akénim systému po pPFedchozi zméné€ reak-
¢nich parametri.

Aktivace sloZzky zplsobujici zménu-reak-
¢nich parametri miZe zahrnovat napfiklad
uvolnéni zapouzdfenych sloZek nebo inter-
akci katalyzatoru, jako enzymu s jeho sub-
stradtem. Katalyzator a substrdt mohou spo-
lu tedy reagovat pfed odezvou zpiisobenou
sloZzkou zplsobujici odezvu na zkouSenou
latku, béhem této odezvy nebo po ni. Inter-
akce mezi enzymem a substridtem muZe za-
¢it i pFed detektci stanovované latky -tak,
aby doSlo ke zméné parametrli po detekci,
v tomto pfipadé v8ak musi byt vzdjemny po-
mér enzymu a substratu takovy, aby nedo-
§lo ke zméné& reakCnich parametrit pfed u-
plynutim predem urené zpoZdovaci perio-
dy.

Zapouzdieni zajiStuje odloZené uvolnéni
slozky zplisobujici zmé&nu reak&nich podmi-
nek nebo sloZky zplisobujici odezvu na sta-
novovanou ldtku. Po pfedem urfené zpoZ-:
dovaci periodé vstoupi rozpoust&dlo obsa-
7ené ve vzorku v diisledku osmotické hna--
ci sily st&nou kapsle dovnit¥. Dojde k osmo-
tickému gradientu, ktery postatuje pro u-
volnéni obsahu kapsle.

Rychlost a stupeii uvolné&ni obsahu kaps-
le je zdvisld na pocatetnim osmotickém
gradientu a na vlastnostech shtény kapsle.

Vzorek se prohlédne poté, co se uplatni
reak&ni systémy uloZené v aplika&ni formé.
Kromé& vizudlniho porovndni lze pouZit pro
vyhodnoceni odezvy rfznych instrumentél-
nich metod. Tim se zvysi pfesnost zkousky,
pongvadZ se odstrani subjektivni urceni
zbarveni lidskym okem.

V nésledujicim popisu se pro vétsi jasnost
pouZiva specifickych terminfi, tyto terminy
se v3ak vztahuji pouze ke zvla3tnim prove-
denim vyndlezu zvolenym pro ilustrativni
icely a nedefinuje se nebo neomezuje se
jimi rozsah vynélezu.

Terminem nosnd matrice se rozumi nasg-
kava nebo nenasdkavd matrice, kterd je ne-
rozpustnd ve vzorku a kterd si udrZuje tva-
rovou stdlost a soudrZnost po vystaveni fy-
ziologickym a jinym kapalindm. Vhodnymi
nasdkavymi matricemi, kterych lze poufZit,
jsou papir, celuléza, dfevo, rouna ze syn-
tetickych pryskyfic, sklen&na vlakna, ne-
tkané a tkané latky apod. ‘

Jako pFklad nenasdkavych matric
lze uvést organické plastické hmoty, jako
polypropylen. Matrice miZe byt G&eln& pfi-
pojena k nerozpustné podloZce, napfiklad
Z polystyrenu.
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Alternativné muZe byt inertni nosi¢ zpra-
covédn do formy raZené nebo lisované table-
ty obsahujici b&Zné latky jako disintegra&ni
¢inidla, jako karboxymethylceluldza nebo
Skrob, plniva, jako laktdozu nebo fosfaty a
mazadla, jako mastek, kyselinu stearovou
nebo parafin.

Mikrokapsle, kterych lze pouZit podle vy-
nalezu, lze pripravit adou dobfe zndmych
zplisob{i, jako jsou zplsoby popsané v Grey-
son, U. S. patent €. 4015 462; Angew. Chem.
Internat. Edit. 14:539 (1975) a Adams, U.S.
patent ¢. 3092 463. Tytc metody zahrnuji
chemické . zpouzdfovaci techniky, jako je
polykondenzace nebo koacervace na fazo-
vém . rozhrani nebo fyzikdln& mechanické
Zpflisoby, jako je odstfedovdni nebo sprejo-
vé -suSeni. PFednostné se pouZivd technik
zahrnujicich polykondenzaci na f4zovém
rozhrani, separaci fazi a polymeraci, proto-
Ze se jimi mikrokapsie snadno vyrobi. Pod
terminem osmosensitivita se rozumi schop-
nost stén kapsli reagovat na vnitfni hydro-
staticky tlak zménou fyzikdlnich vlastnosti
umoZniujici uvolnéni zapouzdiené faze.

Aktivita enzymatickych pFipravkll pou-
Zitgch v prikladech je vyjadfovédna v poc-
tech jednotek aktivity na miligram suSiny.
Mezindrodni jednotka (m. j.) aktivity enzy-
mu byla definovdna komisi pro enzymy me-
zindrodniho svazu pro biochemii (Commis-
sion on Enzymes of the International Union
of Biochemistry), jako mikromol (umol)
substratu vyuZitého za minutu za specific-
kych podminek pH a regulace teploty. Po-
kud neni uvedeno jinak pouZivd se takto
definované jednotky.

Né4sledujici pfiklady maji pouze ilustra-
tivni charakter, ale rozsah vyndlezu v Zad-
ném sméru neomezuji. Odbornik miZe po-
dle potfeby provést Pfadu zmén, variaci a
modifikaci jednotlivych sloZek a parametrd,
aniZ by vyboc¢il z rozsahu vyndlezu.

PFiklady I a II

Pii detekci dusitantt jednoféazovou zkuseb-
ni aplika€ni formou musi probihat diazoti-
zace aromatického aminu pfi nizkém pH a
diazotovany amin se pak musi kopulovat s
dalsi latkou pri stejn& nizkém pH. To ome-
zuje kopulaéni slozky, kterych lze poufZit,
na pomérné maly podet aromatickych ami-
ni a jejich derivéatil.

KdyZ v8ak zkou3ka zaCne pfi kyselém pH
a pak se reakéni prosttedi zalkalizuje, roz-
8if1 se tim znacné pocCet pouZitelnych kopu-
la¢nich sloZek. V takovém plipadé lze na-
pfikiad pouZit fenold a naftold. Takovou
zkousku lze v8ak provést v jedné zku3eb-
ni operaci jen za pouZiti aplikaCni formy
podle vyndlezu. Nésleduji srovnavaci ilu-
strativni zkousky.

I.a) Pripravi se impregnac¢ni roztok o pH
asi 2 v 75 ml methanolu smichdnim nésle-
dujicich sloZek:

1. 0,13 g p-arsanilové kyseliny (aromatic-
ky amin)

3,0 g malonové Kyseliny

. 25 ml 2,0% roztoku hydrolyzovaného
Gantrez AN 139 [poly(malein-
hydridmethylvinylether)]

0,75 g laurylsulfdtu sodného

0,3 g dvojsodné soli 1-naftol-3,6-disul-
fonové kyseliny (kopulacni sloZ-
ka)

w N

o

Uvedenym impregnac¢nim roztokem se na-
pusti listy filtra¢niho papiru Whatman ¢&. 17
o rozmérech 10x10 cm aZ do nasyceni, a
pak se listy 10 minut susi pki 95 °C a rozie-
Zou na kousky 1x1 cm.

b} Dalsi jednofdzovéd zkuSebni aplikaéni
forma se pripravi presné tak, jako v prFipa-
dé a), s tim rozdilem, Ze pH impregna¢niho
roztoku se nastavi na asi 6 pFiddnim 15 ml
2 M citrdtového pufru k roztoku vypusté&nim
kyseliny malonové.

c] Né&kolikasystémovd zkuSebni forma po-
dle vyndlezu se pripravi takto. Listy papiru
Whatman 10x10 cm se shora uvedenym zpi-
sobem nasyti impregnacnim roztokem Ia)
a vysu8i. Pak se povle¢ou monovrstvou po-
lyamidovych mikrokapsli 70—80 mesh, vy-
robenych zapouzdfenim vodného roztoku
obsahujiciho 13,2 g hydroxidu sodného ve
100 ml vody, a vysusi.

ZkuSebni formy (aplikaéni formy zku3eb-

- niho prostfedku) vyrobené podle postupt a),

b) a c) se pak zkousi tak, Ze se aplikuji 3
kapky vzorku na plochu 1x1 cm zkuSebnf
formy. Vzorek obsahuje 10 mg dusitanu sod-
ného ve 100 ml destilované vody. Vysledky
se zajiStuji po 3 minutdch. ZkuSebni formy
vyrobené podle a) a b) nedeteguji dusitan
v koncentraci 10 mg/100 ml, zatimco forma
c¢) ihned ukaZe pozitivni reakci tim, Ze se
jeji barva zméni na jasné oranZovou.

Kompozice podle vyndlezu se vyrobi smi-
chdnim 0,13 g p-arsanilové kyseliny, 3,0 g
malonové kyseliny a 0,3 g dvojsodné soli 1-
-naftol-3,6-disulfonové kyseliny pfimo s po-
lyamidovymi kapslemi popsanymi v la. Po-
mér zapouzdfenych a nezapouzdienych slo-
Zek se miZe ménit podie poZadované rych-
losti a rozsahu zmény pH. Pfednostné se po-
uziva asi 10,0 g mikrokapsli.

Takto vyrobend kompozice se zkouSi tim,
7e se uvede do styku se 3 kapkami shora
popsaného vzorku ve 2 ml vzorkovnici pro
kapkové zkou$ky. Kompozice podle vyndle-
zu ihned deteguje dusitan, coZ je zfejmé z
barevné zmény.

II. P¥i tomto pokuse se vyrobi jednofdzo-
véa zkuSebni forma a) a b) pfesné podle po-
stupli popsanych v prikladech Ia a Ib.

c} Nekolikafdzovd zkuSebni forma podle
vyndalezu se pripravi takto: List papiru What-
man o velikosti 10x10 cm se napusti aZ do
nasyceni roztokem pfipravenym podle la
s tim rozdilem, Ze se vypusti dvojsodnd sil
kyseliny 1-naftol-3,6-disulfonové a pak se,
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jak bylo dfive popséno, vysudi. Vzniklé lis-
ty se pak povlefou monovrstvou polyamido-
vych kapsli 70—80 mesh vyrobenych za-
pouzdfenim wodného roztoku obsahujiciho
3,3 % dvojsodné soli kyseliny 1-naftol-3,6-
-disulfonové a 13,2 g/100 ml vodného hyd-
roxidu sodného, a vysusi.

ZkuSebni formy vyrobené podle piikladi
Ila, b a ¢ se zkou3i aplikaci 3 kapek vzorku
na plochu 1x1 cm. Vzorek obsahuje 10 mg/
/100 ml NaNO, v destilované vods. Vysled-
ky se zjistuji po 3 minutdch. ZkuSebni for-
my vyrobené podle a) a b} nedeteguji dusi-
tan v mnoZstvi 10 mg/100 ml, zatimco for-
ma c) ihned vykazuje pozitivni reakci tim,
Ze se zbarvi jasné oranZové. *

V obou téchto p¥ikladech miZe pii sta-
1ém nizkém pH probihat diazotace, ale ne
kopulace. Pfi stalém vysokém pH miiZe pro-
bihat kopulace, ale ne diazotace. Pouze v
tom p¥ipads, Ze je na pocatku pH nizké, pro
diazotaci, a pak vysoké, pro kopulaci, dete-
guje zkuSebni forma dusitany.

Priklady I1II aZ Vv

PFi analyzach acidofosfatdzy provadénych
pfi pathologickych stavech, jako pri meta-
statickém karcinomu prostaty se musi hyd-
rolyticky uCinek enzymu studovat pii pH
45, zatimco nejvhodné&j$i substraty nelze
sledovat pfi jiném, neZ pPi alkalickém pH.
To velmi omezuje pocet substratil, které lze
" takto detegovat.

III. Uvedeny fakt je ilustrovdn na jednom
zku$ebnim systému:

' “ph 4,5
p-nitrofenylfosf4dt —-——- p-nitrofenol (bez-
barvy) acidofosfatdza - fosfét

OH~
p-nitrofenol ———- p-nitrofenoldatovy anion
(Zluty).

V jedné zkuSebni operaci lze tuto zkous-
ku provést jen za pouZiti zkuSebni formy
podle vyndlezu, coZ ukazuji srovnavaci
zkousky se tfemi zkuSebnimi papirky.

a) Jednofazova zkuSebni forma se plipra-
vi takto: List filtradniho papiru Eaton-Di-
keman 204 {E&D) 10x10 cm se nejprve na-
pusti do nasyceni ve 25 m! 0,02 M pufru z
citranu sodného (pH 5,0} a pak vysuSi pfi
60 °C. Pak se napusti ve 20 ml methanolic-
kého roztoku obsahujiciho 0,3 g sodné soli
p-nitrofenylfosfatu a vysudi pri 60 °C. Na-
pusténé listy se naFeZou na zkuSebni formy-
papirky o rozmérech 1x1-cm.

b) P¥i piipravé nékolikafdzové zkuSebni
formy podle vynédlezu se nejprve provedou
dvé stejné impregnace, jako v prikladé Ila.
Pak se list povlede monovrstvou polyamido-
vych mikrokapsli 70—80 mesh, pfipravenych
zapouzdfenim wvodného roztoku obsahujici-
ho 13,2 g hydroxidu sodného ve 100 ml vo-
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dy a vysu8i. Listy se pak nareZou na zku-
Sebni papirky.

¢c) Ve tretim pripad& se stejny filtradni
papir nejprve napusti do nasyceni 0,1 M-
tris(hydroxymethyl)aminomethanovym puf-:
rem [(TRIS-pufr) o pH 8 a pak vysuSi pfi-
60 °C. Druha impregnace je stejnd jako v
piikladé IIla. NapuSténé listy se pak rozfe--
Zou na zkuSebni formy — papirky.

Pripravené zku$ebni papirky se pak zkou-.
81 tim, Ze se na né& aplikuji 2 kapky roztoku
10 mg/ml (20 jednotek/mg) acidofosfatdzy
z pSeniénych klickd ve 0,02 M citrdtovém:
pufru. Uvedend jednotka enzymu je defino-:
védna jako mnoZstvi enzymu katalyzujici u-
volnéni 1 wmolu nitrofenolu za hodinu .pfi
pH 4,8 a 37 °C. Hodnoceni vzorkid se provadi:
po 5 minutdch. Papirky a) a b) se nezbarvi;,
zatimco papirek b]): zeZloutne. To ukazuje;:
7e pri pH dojde k hydrolyze, ale p-nitrofe-
nol zGstavd bezbarvy (papirek a). P¥i pH-
8,0 nedojde k hydrolyze (papirek c}. Pouze-
v tom pPipadé&, Ze je na pocdtku pH nizké,.
aby se umoZnila hydrolyza a pak vysoké,
aby se vyvinulo zbarveni, dojde ke zbarve-
ni papirku, coZ indikuje p¥itomnost acido-
fosfatazy.

IV. Jiny systém pro detekci acidofosfatazy:
pracuje podle nésledujiciho reakéniho sché-
matu:

pH 4,5
fenolftaleindifosfat - fenolftalein - (bezbar-.
vy) acidofosfatdza -+ fosfat

OH~
fenolftalein (bezbarvy)] - fenolftalein (ra--
Zovy).

PFi tomto pokusu se pfipravi stejnym:zpi-
sobem, jako podle pfikiadd Il a, b a ¢ jed-*
nofédzova a vicefdzova zkuSebni forma: pou-
ze s tim rozdilem, Ze se p-nitrofenylfosfat’
nahradi fenolftaleindifosfatem.

ZkuSebni formy vyrobené podle IVa, IVb
a IVc se zkou$i jako v prikladé III. ZkuSeb-
ni formy pfipravené podle a a c nedetegu-
ji acidofosfatazu, zatimco vicesystémové zku--
Sebni forma ihned vykazuje pozitivnl re-
akci, coZ je zfejmé ze zriiZovéni papirku.

V. Analyza na acidofosfatdzu se :miZe:
téZz provést v jedné zkuSebni operaci za
pouZiti zkuSebni formy pripravené podle ji-
né alternativy vyndlezu, pfi které se nevyu-
Zivd mikroenkapsulace. Postup je -osvétlen:
na srovndvacim zkouSeni nésledujich " tFi.
zkusebnich forem. '

a) Jednofdzové zkuSebni forma se pFipra-
vi takto:

List E&D filtra¢niho papiru o rozmérech:
10,16 x 10,16 cm se nejprve napusti'do na-:
syceni ve 25 ml 0,02 M citrdtového pufru-
(pH 5) a pak se vysusi pfi 60 °C. Pak se na-
sytl ve 20 ml roztoku methanolu obsahuji-:
citho 0,3 g sodné soli p-nitrofenylfosfgtu,:
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vysu8i pri 60 °C a nastiikd na zku$ebni pa-
pirky 1 x 1 cm.

b) Né&kolikafdzovd zku$ebni forma podle
vynéalezu se pripravi takto: List E&D pa-
pirku 10,16 x 10,16 cm se nasyti ve 20 ml
0,02 M citrdtovém pufru o pH 5,0, obsahu-
jicim uredzu [2000 mezinarodnich jednotek
(m. j.)/ml] a vysudi pFi 60 °C. Mezindrodni
jednotka je definovdna jako podet umolil
amoniaku vytvofeného za minutu. Pak se
list napusti ve 20 ml methanolu obsahu-
jictho 0,3 g sodné soli p-nitrofenylfosfatu a
3,0 g mocoviny, vysu$i p¥i 60 °C a stejné& ja-
ko ve shora uvedeném p¥ipad& nast¥ik& na
zkuSebni papirky.

c) Ve tfetim pfipadé se nejprve E&D pa-
pir napusti do nasyceni 0,01 M TRIS-pufrem
o pH 8,0 a pak vysusi pfi 60 °C. Druhd 14-
zell je stejnd jako v pfipadé a).

ZkuSebni formy, které se takto ziskaji, se
zkousi jako v prikladech III a IV. ZkuSebnt
formy a) a c) nedévaji Zddné zbarveni, za-
timco zku3ebni forma b) zeZloutne.

Roztok citrdtového pufru obsahujici ure4-
zZu a roztok mocoviny se lyofilizuji a smisi
aniZ se misi s nosifem. KdyZ se tato kom-
pozice uvede do styku se zku3ebnim vzor-
kem dojde k barevné zméné do Zluta. Ba-
revnd zmeéna je stejnd jako v piipadé zku-
Sebni formy podle piikladu V.

V téchto prikladech dojde ke vzniku za-
barveni indikujiciho acidofosfatdzu jen v
tom pripadé&, kdyZ je pH nejprve nizké, aby
se umo¥nila hydrolyza a pak wvysoké, aby
se vyvinulo zbarveni.

P¥iklady VI a VII

Vyrobi se zku3ebni formy podle vynédlezu
pro analyzu g-glukoroniddzy nésledujicim
zplisobem:

VI. Nékolikafdzovd zkuSebni forma podle
vyndlezu se pfipravi podle tohoto reakéni-
ho schématu:

pH 4,8
p-nitrofenyl-g-glukuronid -~ p-nitrofenol-g-
-glukuronidaza + glukuronat

OH~-
p-nitrofenol - p-nitrofenolét (Zluty).

List papiru Whatman 10 x 10 cm se na-
pusti do nasyceni ve 20 ml roztoku 60 mg
p-nitrofenyl-g-glukuronidu rozpust&ného ve
20 ml vody a vysuSi b8hem 10 minut p¥i
60 °C. Pak se list povleée monovrstvou po-
lyamidovych mikrokapsli (70—80 mesh) pfi-
pravenych zapouzdfenim vodného roztoku
obsahujiciho 13,2 g/100 ml NaOH a vysusi.
Takto vyrobené listy se nastfikaji na zku-
Sebni formy o rozmérech 1 x 1 cm.

Takto ptipravené zkuSebni formy se
zkou3i tak, Ze se pono¥i do 1 ml 0,1 M ace-
tdtového pufru o pH 4,8 obsahujiciho 4 mg/
/100 ml g-glukoroniddzy (0,25 m.j./mg) o
teplot& 40 °C a pak se 5 minut sleduji. Bé&-
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hem této doby jsou umist&ny na bloku vy-
hiivaném na 37 °C. Mezindrodni jednotka
B-glukuroniddzy je definovédna reakci s fe-
nolftalein-g-glukuronidem. ZkuSebni formy
deteguji p¥Fitomnost g-glukuronidazy, coZ je
zFejmé ze Zlutého zbarveni.

VII. PFipravi se dalsi vicefdzovd zkudebni
forma podle vyndlezu stejnym zpilisobem ja-
ko podle pfikladu VI s tim rozdilem, Ze se
papir napusti 20 ml roztoku 100 mg fenol-
ftalein-g-glukuronidu ve 20 ml destilova-
né vody. Systém pracuje podle tohoto re-
akéniho schématu.

pH 4,8
fenolftalein-g-glukuronid - fenolftalein (bez-
barvy ) p-glukuroniddza + glukuronét

OH-
bezbarvy fenolftalein - fenolftalein (riiZo-
vy).

Takto pfipravené formy vykazuji pii tes-
tovani podle pfikladu VI pFitomnost g-glu-
kuroniddzy, coZ je zfejmé z rZového zbar-
veni.

Priklad VIII

Urgité detekéni systémy, jako napfiklad
systémy, pro detekci hemoglobinu v moti
jsou citlivé na p¥Fitomnost interferujicich
latek, jako jsou askorbéty. Silnéd ¢inidla od-
strafiujici interferujici latky, jako je askor-
bétoxiddza jsou v¥ak inaktivovdny reak&ni-
mi ¢&inidly detegujicimi hemoglobin.

Nyni za pouZiti vynédlezu miZe askorbé4t-
oxiddza odstranit interferujici askorbéty v
prvnim reak&nim systému, pongvadZ re-
akéni dinidla detegujici hemoglobin jsou
oddélena od askorbdtoxiddzy zapouzdfenim.
Dojde pak k opoZd&nému uvoln¥ni ¢&inidel
detegujicich hemoglobin, coZ umoZiiuje ne-
inhibovanou detekci hemoglobinu ve druhém
reak&nim systému. Nasledujici pfiklad slou-
Zi k ilustraci tohoto provedeni vynélezu.

List E&D papiru 10 x 10 cm se ponofi do
20 ml 0,1 M fosfdtového pufru o pH 7 ob-
sahujiciho 2 mg askorb&toxidadzy (500 m.j./
/mg) a usudi v suddrn¥ pii 60 °C. Pak se
list povlee ve 20 ml suspenze mikrokapsli
(37 a¥ 200 um) vyrobenych z acetobutyré-
tu celuldzy, kterd obsahuje 0,35 g kumen-
hydroperoxidu, 1,35 g triethanolaminboréatu,
0,08 g tolidinhydrochloridu a 0,08 g 6-me-
thoxychinolinu. Papir se pak laminuje na
prouZky polystyrenu pomoci dvoustranné
lepici péasky.

Ziskané zku3ebni forby po ponofen{ do
moéi obsahujic{ 0,03 mg/100 ml hemoglobi-
nu a 50 mg/100 ml askorbatli zmodraji, coZ
indikuje pfitomnost hemoglobinu. Stejné for-
my obsahujici stejné sloZky, které vSak by-
ly napustény z jednoho homogenniho roz-
toku obsahujiciho vSechny slozky, nedete-
guji hemoglobin. V tomto pFipad& je totiZ
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askorbatoxiddza desaktivovdna detekCnimi
sloZkami a detekce hemoglobinu je zne-
moZn&na pritomnosti 50 mg/100 ml askorba-
tu.

Vyndlez byl sice objasnén na konkrétnich

PREDME

1. Zplisob stanoveni latky ve wvzorku v
nékolika reakénich systémech, z nichZ se
kaZdy uplatfiuje za odliSnych reakénich pa-
rametrQi, vyznacujici se tim, Ze se vzorek
uvede do styku s nékolikasystémovym zku-
Sebnim prostfedkem, ktery obsahuje né&ko-
lik sloZek spojenych s alespoil dvéma re-
akénimi systému fungujicimi za odliSnych
reakénich parametrii, pri€emz alespoil jed-
na z uvedenych sloZek zplisobuje odezvu v
pfitomnosti stanovované latky a alespoil
jedna dal8i z uvedenych sloZek zplsobuje
pii styku se vzorkem za reak&nich parame-
tr,, pfi kterych se uplatiiuje prvni z uve-
denych reakcénich systémfi, zménu téchto
reakénich parametrfi na parametry, pri kte-
rych se uplatiiuje alespoil jeden z jinych
uvedenych reakénich systémi, pri€emZ uve-
deny nékolikasystémovy zkuSebni prostie-
dek je popfipad® kombinovdn s nosifem, a
pak se sleduje detegovatelnd reakce.

2. Zptisob podle bodu 1, vyznacujici se
tim, Ze se pouZije n&kolikasystémového zku-
$ebniho prostfedku, ve kterém sloZkou zpi-
sobujici odezvu na stanovovanou latku je
chromogenni indikéator.

3. Zptsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se pouZije n&kolikasystémového zku-
$ebniho prostiedku, ve kterém sloZkou zpii-
sobujici odezvu na stanovovanou latku je
specifickd vazebnd reakéni sloZka pro sta-
novovanou latku.

4. Zpuasob podle bodu 1, vyznalujici se
tim, Ze se pouZije n8kolikasystémového zku-
Sebnfho prostiedku, ve kterém alespoil jed-
na sloZka zplisobujici zménu reaké&nich pa-
rametri zplsobuje zménu pH prvniho re-
akéniho systému na parametry, za kterych
funguje alespoii jeden jiny reakéni systém.

5. Zplsob podle bodu 1, vyznaCujici se
tim, Ze se pouZije n&kolikasystémového zku-
Sebniho prostiedku, ve kterém alespoii jed-
na sloZka zpflisobujici zménu reakcénich pa-
rametrit zpfisobuje desaktivaci latky, ktera
interferuje se sloZkou zplisobujici odezvu v
pfitomnosti stanovované latky.

6. Zptsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, e se pouZije n&kolikasystémového zku-
Sebniho prostfedku, ve kterém alespoii jed-
na z uvedenych sloZek zplisobuje odezvu v
pritomnosti stanovované latky v prvnim re-
akénim systému za uvedenych prvnich re-
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piikladech, je v3ak zfejmé, Ze priklady maji
pouze ilustrativni charakter a Ze lze pro-
vést Fadu zmén v kombinacich a uspofa-
dani prvkd, p¥icemZ vSechny tyto modifika-
ce spadaji do rozsahu vyndlezu,

T VYNALEZU

akiCnich parametrit a alespoii jedna z jinych
uvedenych sloZek zplisobuje po styku se
vzorkem zménu reak&nich parametrii na
druhé reak¢ni parametry, za kterych se
uplatiiuje druhy reakéni systém.

7. Zplisob podle bodu 6, vyznaCujici se
tim, Ze se pouZije né&kolikasystémového zku-
Sebniho prostfedku, ve kterém alespoil jed-
na z uvedenych sloZek zplsobujicich zmé&nu
reakénich parametrfi je zapouzdrena v kaps-
li, takZe je uvolnitelnd pri styku se vzorkem
a po svém uvolnéni zplisobi vytvoreni dru-
hych reakénich parametrd.

8. Zplsob podle bodu 7, vyznafujici se
tim, Ze kapsle je osmosenzitivni.

9. Zplisob podle bodu 6, vyznadujici se
tim, Ze se pouZije nékolikasystémového zku-
Sebniho prostfedku, ve kterém alespoii jed-
na sloZka zplisobujici zmé&nu uvedenych re-
akénich parametrll sestdvd z alespoii dvou
komponent, které spolu po styku se vzor-
kem vzdjemné reagujl za vzniku uvedenych
druhych reakénich parametrfi, za kterych
se uplatiiuje druhy reakéni systém.

10. Zpfisob podle bodu 9, vyznadujici se
tim, Ze se pouZije n8kolikasystémového zku-
Sebnfho prostfedku, ve kterém vzdjemné
reagujicimi slozkami jsou specifické re-
akéni sloZky, které se navzéjem vaZou.

11. Zptsob podle bodu 10, vyznatujici se
tim, Ze se pouZije nékolikasystémového zku-
Sebniho prostfedku, ve kterém specificky-
mi vazebnymi sloZkami jsou enzym a jeho
substrét.

12. Zplsob podle bodu 10, vyznadujici se
tim, Ze se pouZije né&kolikasystémového
zkuSebniho prostfedku, ve kterém alespoil
jedna z uvedenych sloZek zplisobuijicich
odezvu zplisobuje odezvu v piitomnosti sta-
novované latky ve druhém nebo dalSim re-
akénim systému a alespoil jedna daldi z
uvedenych sloZek desaktivuje v prvnim re-
akénim systému latku obsaZenou ve vzorku,
kterd interferuje se sloZkou zpasobujl ode-
zvu na stanovovanou latku.

13. Zptlsob podle bodu 12, vyznacujici se
tim, Ze se pouZije n&kolikasystémového zku-
Sebniho prostfedku, ve kterém sloZka zpi-
sobujici odezvu na stanovovanou latku je
zapouzdfena v kapsli, aby se uvolnila po
reakci sloZky desaktivujicl interferujici 14t-
ka.
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