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Vynélez se tyka zkuSebniho prostiedku
pro stanoven! p¥itomnosti peroxidatng pi-
sobicich l&tek ve zkou¥eném vzorku. Vynéa-
lez se tykd zejména zkuSebnich prostiedkil
pro kvalitativni a semikvantitativni analy-
zu vzorku se sloZkami s peroxidatnim pliso-
benim, jako je hemoglobin, utajend krev a
peroxidazy.

V souCasné dobé jsou dostupné Setné ana-
lytické metody k detegovani piitomnosti
peroxidatng Gcinnych latek, napliklad ve
vzorcich moce, fekdlnich suspenzi a gastro-
intestindlnich cbsahl. Hemoglobin a jeho
derivaty predstavuji takové 1typické ,,per-
oxidatné u¢inné" latky, protoZe jejich cho-
vani je blizké chovédni enzymu peroxidazy.
Takové latky byvaji rovnéZ oznadovany jako
pseudoperoxiddzy. Peroxidatné Gfinné latky
jsou podiobné enzymim tim, Ze katalyzuji
redox reakci mezi peroxidy a benzidinem,
o-tolidinem, 3,3‘,5,5°-tetramethylbenzidinem,
2,7-diaminofluorenem nebo podobnymi indi-
kéatory, ¢imZ vytvadeji detegovatelnou reak-
ci, napfiklad zm&nu zbarveni. VétSina me-
tod stanoveni pfitomnosti okultni krve ve
zkoumanych vzorcich se tudiZ tyka této
pseudoperoxiddzové aktivity.

Béhem Casu hyly vyvinuty rlzné metody,
ktery se tykaji katalyzy peroxidacni oxida-
ce, jeZ je podobnd enzymové katalyze indi-
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kédtord vytvatejicich zsarveni. Tyto metody
zahrnuji pfedeviim mokré chemické postu-
py a prouZky, které nesou reagendni &inidlo
typu ,,ponofen{ a hodnoceni”. Typicky pii-
klad ditvéjsiho stavu technikv je uveden
Richardem M. Henrym se spol. v prdci Cli-
nical Chemistry Principles and Techniques
(Hagerstown, Maryland: Harper and Row,
1974), str, 1124 aZ 1125. Tento zpfisob za-
hrnuje pouZiti koncentrované kyseliny oc-
tové (pufr), difenylaminu (indikator) a per-
oxidu vodiku. I kdyZ tyto mokré metody vy-
kézaly analytickou pouZitelnost, jsou nicmé-
né zatiZeny zrFejmymi nedostatky, z nichZ
ne nejmens! je Spatnd stdlost reagendniho
Cinidla a nedostatefna citlivost. Takov§m
reagentnim roztokdm je vlastni tak rychly
pokles stdlosti (tedy citlivosti), Ze po n&ko-
lika dnech skladovdni musi byt pfipravo-
véna ferstvd reagenéni ¢inidla, coZ je nut-
nost, jejimZ vysledkem je zbytetnd ztrata
¢asu u analytického personalu a nizkad eko-
nomicnost, protoZe se plytva drahymi rea-
gentnimi &inidly.

Druhd metoda stanoveni peroxidadnd ua-
Cinnych latek, a kterd je jednou z metod
v soufasné dobg preferovanych klinickymi
chemiky a analytiky, spofivd v pouZivéni
reagen¢nich papirkd typu ,,ponoifeni a hod-
noceni. Takovou typickou pomfickou je
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reagendni papirek vyrdb&ny firmou Ames
Company Division of Miles Laboratories,
Inc. a je prod4dvdn pod nézvem HEMAS-
TIX®, Tento reagenéni papirek ochsahuje v
podstaté porézni papirovy materidl upevné-
ny na prouZku nebo na drZgtku z plastické
hmoty, Papir je impregnovdn pufrovanou
smé&si organickeého peroxidu a o-tolidinu. Po
ponofeni do tekutiny, obsahujici hemoglo-
bin, myoglobin, erytrocyty nebo jiné pseu-
doperoxiddzy, vzhikd na papiru modré zbar-
veni, jehoZ intenzita je im&rnéd koncentraci
peroxidatné tfinné latky ve vzorku. Porov-
ndnim zbarveni vzniklého na reagenénim
prouZku se standardnim barevnym papirem,
miZe zkouSejici pracovnik stanovit (na se-
mikvantitativni bdzi) mnoZstvi nezndmé 14t-
ky pFitomné ve vzorku.

Vyhody reagenénich papirk{i pfed mokry-
mi chemickymi metodami jsou tudiZ pFevai-
n& dvojtho druhu: papirkd se snadnéji po-
uZiva, protoZe neni nutnéd ani pfiprava rea-
gen&nich ¢inidel ani obsluha zafizeni a do-
sahuje se v&t§i stability reagenénich &ini-
del, z ¢ehoZ vyplyva vetsi pFesnost, citlivost
a hospodarnost.

Pfes vyhody, které maji papirky pfed
mokrymi chemickymi metodami, vyZaduji
vlastnosti stability a citlivosti nicméné& dal-
8iho zlepSeni. I kdyZ tyto vlastnosti v sou-
dasném stavu techniky papirkd pro stano-
veni pseudoperoxiddz znatné pevysuji viast-
nosti mokrfch chemickych metod. V oboru
by nicméngd doslo k velkému pokroku, kdy-
by takové papirky mohly byt vyrobeny jes-
t8 stdlejSi pii skladovani a citlivéjsi k per-
oxidatné dfinnym latkdm. Vyzkumné ¢&in-
nost, jejim¥ vysledkem je tento vynélez, by-
la zamé&rena k dosaZeni tohoto zdokonaleni,

Z dosavadniho stavu techniky jsou zndmy
nejméné t¥l pokusy o dosaZeni vyZe uvede-
nych cili. Odkaz v Chemical Abstracts, sv.
85, str. 186 (1976) popisuje metodu s dvo-
jim ponofovanim pro p¥ipravu reagengnich
papirkdl obsahujicich o-tolidin a fenyliso-
propylperoxid. PFi této metod® se plipravu-
je roztok indikatoru (dihydrochloridu a to-
lidinu) a polyvinylpyrrolidonu v ethanolu.
K tomuto roztoku se pild4dvd malé mnoZstvi
povrchové aktivni 14tky a dostatetné mnoZ-
stvi citrdtového pufru, aby se dosdhlo hod-
noty pH 3,7. Filtratni{ papiry impregnované
ethylcelulézou byly ponoreny do tohoto roz-
toku a usuSeny. Takto impregnovany filtrac-
ni papir byl potom ponofen do druhéhoroz-
toku, obsahujictho 1,4-diazabicyklo[2,2,2]0k-
tan, fenylisopropylperoxid a polyvinylpyrro-
lidon, rozpusténé ve smési ethanol-toluen.
Smyslem tohota pokusu bylo stabilizovat
kombinaci peraidu a indikétoru pouZitim bi-
cyklového oktanového derivdtu a polyvinyl-
pyrrolidonu.

Dalsi takovy zplsob je uvefejnén v ame-
rickém patentovém spise €. 3 853 471, Tento
patentovy spis popisuje pouZiti amidd kyse-
liny fosforetné nebo kyseliny fosfonové, ve
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kterych substituenty amidoskupin jsou pie-
devSim N-morfolinové radikaly.

Kromé t8chto pokusl existuje jeSt& odkaz
na americky patentovy spis &. 3 252 762, kde
organicky peroxid je fyzik4In® zapouzdien
do koloidniho materidlu, mapifklad Zelati-
ny. Kdy%? se pouZivd takového zkuSebniho
prouZzku, wodny roztok zkuSebniho vzorku
rozpousti Zelatinové kapsle, ¢imZ se uvol-
fiuje peroxid pro dalsi reakci s indikdtorem
v pritomnosti peroxidatné G¢inné 1atky.

KaZdy z téchto drivéjSich pokusii se sna-
Zil stabilizovat reagendéni ¢inidla tak, aby se
potencidlné inkompatibilni reaktivni sloZky
(peroxid a indik4tor) nekiombinovaly pred-
Gasné, CimZ by se staly zkuSebni papirky
méné citlivymi. Lze tudiZ fici, Ze metody
dFivéjsiho stavu techniky nesmérovaly ke
kombinacim, které by zvySovaly soudasné
stabilitu i citlivost, ale spiSe zkouSely chra-
nit existujici citlivost tak, %e by zabraiio-
valy rozkladu reagentniho ¢&inidla b&hem
skladovéni,

Jingym dfileZitym odkazem na driv&jsi stav
techniky je americky patentovy spis Cd£is.
3 326 850. Patentovy spis se tyka stabilizace
organickych peroxiddi pouZivanych jako ka-
talyzédtory a oxida&ni &inidla. Autofi v tom-
to odkazu popisuji pouZiti sol! primérnich,
sekundarnich nebo tercidrnich amint s or-
ganickymi peroxidy. Tento odkaz se netyka
v Z&dném sméru reagentnich papirkd.

Po zhodnoceni, Ze Zddnou z vy3e uvede-
nych metod by se nedosdhlo takové stabi-
lity a citlivosti, jakd je poZadovédna u zku-
Sebniho papirku pro detekci peroxidagné G-
¢innych latek, se autor tohoto vyndlezu roz-

‘hodl pro zcela odliSny smér. Tento odli3ny

pFistup byl nalezen b8hem vyzkumu, ktery
ved] k vyndlezu a jeho vysledkem byla smés
a zalizeni, které dokonale spliiovaly poZa-
davky na zvy$enou stabilitu a citlivost.

Avsak, a to je jeSt& prekvapivéjsi, vysled-
kem této prédce byla jeSté dal$i vyhoda —
zlepSeny zplsob vyroby zafizeni, neZ byl
dosud znédm, pfiemZ je vyroba dramaticky
jednodussi neZ zplisoby jmenované v odka-
zech difvéi§iho stavu techniky — metoda
jediného ponofeni.

ZkuSebni prostiedek pro stanoveni pfi-
tomnosti peroxidatné plsobicich 14tek, ja-
ko hemoglobinu, utajené krve a peroxidazy,
ve zkouSeném vzorku, obsahujici organic-
ky hydroperoxid, napiiklad t-butylhydroper-
oxid, kumenhydroperoxid, diisopropylben-
zenhydroperoxid, 2,5-dimethylhexan-2,5-di-
hydroperoxid, paramonthanhydroperoxid
nebo jejich smési, jakoZ i indikdtor schop-
ny poskytovat detegovatelnou odezvu v pii-
tomnosti uvedeného hydroperoxidu a per-
oxidatng Gfinné latky, jako napfiklad ben-
zidin, o-tolidin, 3,3‘,5,5'-tetramethylbenzidin,
2,7-diaminofluoren nebo jejich smési, spo-
¢iva podle wynélezu v tom, Ze také obsahu-
je nékterou sloufeninu nésledujicich obec-
nych vzorcl
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nebo jejich smési; ve vySe uvedenych obec-
nych vzorcich

Ri a Rz, které jsou stejné nebo rozdilné,
znamenajl vodik, aryl, alkyl nebo alkoxy-
skupinu, vZdy o 1 aZ 6 uhlikovych atomech
v kaZdém z uvedenych zbytki, a

m, n a p, které jsou stejné nebo rozdilng,
znamenaji celé ¢isla 1 aZ 4.

ZkuSebni prostfedek podle vynélezu vy-
hodné jako nékterou z uvedenych slouge-
nin obsahuje dimethylsulfoxid, dimethylsul-
fon, N,N-dimethylformamid, benzylsulfoxid,
4-chlorfenylsulfon, 4-fluor-3-nitrofenylsul-
fon nebo jejich smési, a to zejména napii-
klad smés dimethylsulfonu a N,N-dime-
thylformamidu.

ZkuSebni prostfedek podle vyndlezu miiZe
také jako nékterou z uvedenych sloucdenin
obsahovat boritan trimethanolaminu, fri-
ethanolaminu, tri(n-propanol)aminu nebo
jejich smési.

ZkuSebni prostfedek podle vynélezu m?h-
Ze jako uvedenou slouCeninu obsahovat bo-
ritan triethanolaminu, ddle dimethylsulfon,
N,N-dimethylformamid nebo jejich sm#si, a
boritan trimethanolaminu, triethanolaminu,
tri(n-prepanol Jaminu nebo jejich smési, ne-
bo smés dimethylsulfonu, N,N-dimethyl-
formamidu a boritanu friethanolaminu.

ZkuSebni prostfedek podle vyndlezu ve
vyhodném provedeni miZe obsahovat tako-
véto smési vpravené do nosidcvé matrice.

Organicky peroxid uvaZovany pro pouZiti
ve zkuSebni smési lze volit z mnoha dobfe
zndmych organickych peroxid. Musi vSak
byt schopen reakce s peroxidatngé aktivni
latkou v p¥itomnosti indikdtoru citlivého na
peroxidy za vzniku detegovatelné reakce,
napfiklad barevné zmény nebo zmény v
mno#stvi absorbovaného nebo odraZeného
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svétla zkuSebni smé&si. Mezi nalezené pouZi-
telné peroxidy patii terc.butylperoxid, ku-
menperoxid, diisopropylbenzenperoxid, 2,5-
-dimethylhexan-2,5-diperoxid, paramethan-
peroxid nebo jejich smési. Kumenperoxid
byl nalezen jako nejvyhodng&jsi.

Existuji ¢etné indikdtory, které jsou schop-
né tvorby detegovatelné reakce v pritom-
nosti peroxidu a pseudoperoxidazy, a které
jsou tudiZ vhodné pro vyuZitl v tomto vyné-
lezu. Zahrnuji sloudeniny tzv. ,,benzidino-
vého typu, z nichZ typické jsou benzidin,
o-tolidin, 3,355 -tetramethylbenzidin, 2,7-
-diaminoflucren nebo jejich smési v rlznych
pomérech.

Bordatové estery, o nichZ se v souasné
dob& ma za to, Ze prispivaji ke zvySené sta-
bilité a citlivosti, maji vySe uvedenou struk-
turu. Mezi slouCeninami zahrnutymi do této
obecné struktury bylo nalezeno, Ze borat
trimethanolaminu, borat triethanolaminu a
borat tri-(n-propanol)aminu jsou obzvla3té
vhodné. Tyto slouCeniny odpovidaji vySe u-
vedenému obecnému vzorci, kde m, n a p
jsou stejné nebo rdzné a jsou celd ¢isla 1,
2 a 3.

MnoZstvi bordtového esteru potFebného v
této smési a zafizeni 1ze Siroce ménit. To
se odraZi v niZe uvedenych piikladech pro-
vedeni. Tak napfiklad v piikladu 1 molarni
pomér ekvivalentdi borédtu triethanolaminu
k ekwivalentim kumenperoxidu je 4,71. Na-
proti tomu piiklad 3 dokldda 2,83 molarni
pomér bordatu k peroxidu (1,42 poméru nor-
mality, jestliZe se uvaZuje difunkfnost per-
oxidu).

AvSak jak je ukédzadno v piikladech pro-
vedeni, pom&r ekvivalentli Iddu 1,4 aZ asi
5, neomezuje v Z&dném piipadé mnoZstvi
boratu pouZitelného v tomto vynélezu. Lze
pouZivat jakéhokoli mnoZstvi postatujiciho
k dosaZeni Zadaného stupné stability a cit-
livosti zkuSebni smési a toto mnoZstvi lze
snadno urcéit experimentalné.

P¥i vyhodném zplsobu provedenl vyné-
lezu obsghuje smé&s kumenperoxid, o-tolidin
a smé&s dimethylsulfonu a dimethylsulfoxi-
du a borat triethanolaminu.

ZkuSebni smés se pripravuje typicky roz-
pudtdnim nebo suspendovdnim po &astech
kazdé pouZité sloZky ve vodé nebo v jiném
vhodném suspenznim médiu nebo rozpous-
tédle. Takové rozpoudtédlo zahrnuje chlo-
roform, methanol, ethanol, methylchlorid,
cyklohexan atd.

Zkudebni zafizeni lze vyrébét zplsobem
jednoho ponofeni. Podle tohoto zpflisobu se
¢ast materidlu noside ponctuje do roztoku
nebo suspenze a potom sudi. Zarizen{ takto
piipravend vykazujl malou ztrdtu reaktivity
i po skladovan{ za stresovych podminek,
napiiklad p¥i teploté asi 80°C aZ asi 70°C
po dobu t¥i dn@l a déle. Pro srovndni se po-
dobng& p¥ipravuji zkuSebni zafizeni, avSak
bez piitomnosti bordtového esteru a/nebo
Fedidla. KdyZ se tyto prouzky skladuji za
v podstatd identickych stresovych podmi-
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nek, 1ze pozorovat dramatickou zirdtu reak-
tivity a citlivosti.

Materidl nosie pouZivany pfi vyrob& zku-
Sebniho zafizeni miZe mit ¢etné formy. Ame.
ricky patentovy spis & 3846 247 popisuje
pouZiti plsté, poréznich keramickych prouZ-
kit a tkanych nebo zplsténych sklen&nych
vldken. Kromé& toho americky patentovy spis
€. 3552938 popisuje pouZiti dFevénych ty-
Cinek, tkaniva, pé€nového materidlu a jilovi-
tych latek. PouZiti pfize ze syntetickych
pryskyFic a plst& ze sklené&nych vldken jako
materidlu nosite je navrZeno v britském pa-
tentovém spise ¢. 1369 139. Jiny britsky pa-
tentovy spis & 1349623 navrhuje pouZiti
prisvitné sitoviny z tenkych vldken jako
potahu podloZniho papirového materidlu.
Polyamidova vldkna jsou uvedena ve fran-
couzském patentovém spise €. 2 170 397. Pies
tyto ndvrhy v3ak materidlem, ktery je pfe-
véZné pouZivdn v oboru jako materidl nosi-
¢e, a ktery je zejména vhodny pro tento vy-
nalez, je savy papir, napfiklad filtraéni pa-
pir. Lze tedy vidét, Ze je velké mnoZstvi pfi
vyb8ru vhodného materidlu k pouZiti jako
materidlu nosice a materidl miiZe mit rizné
fyzikdlni formy. O v8ech téchto typech se
pfedpokladd, Ze patfi do rozsahu tohoto vy-
nélezu.

Mechanismus, kterym tento postup dospi-
va ke zvy3ené stabilité a citlivosti, neni bez-
petn& zndm. AvSak vyjimetné chemické
vlastnosti bordtového esteru popsaného a
chran&ného esteru popsaného a chranéného
v tomto vyndlezu poskytuji dostatek pod-
klad@l k dGvahdm. Je znamo, Ze proxidy jsou
obecné nestdlé 14atky nebo pfinejmensim
meéng stdlé neZ vétsina latek vyskytujicich
se v pFirod&. Nékteré jsou vybusné. Jiné, na-
priklad organické peroxidy (jako kumen-
peroxid}, jsou pomé&rn& st4lé, pFedpoklada
se v8ak snadnd disociace v piftomnosti ky-
selin, jaké jsou bé&Zné pouZivdny ve zku-
Sebnim zafizeni citlivém na okultni krev.
Dochazi-li k takovému wrozkladu v pFitom-
nosti oxidovatelného indikdtoru (takového,
jaké jsou zde popisovany), dochéaz{ k redox
reakci. Pfedpokladd se, Ze tato piredfasnéd
reakce je pfiinou sniZené citlivosti peroxi-
datné citlivich reagen&nich papirkd.

Na druhé strané bordtové estery, jaké
jsou zde popisovdny, jsou jedinené, pokud
se tykd geometrie atom@ dusfku a boru v
bicyklické struktufe, pfifemZ kaZda obsa-
huje oddé&leny mistkovy atom. Atom dusi-
ku na jednom mistku je bohaty na elektro-
ny, pfitemZ obsahuje nesdileny elektronovy
par vyCnivajici ven z molekuldrni osy. Dru-
hy mistkovy atom, atom boru, situovany na
druhém konci osy, je chudy na elektrony
@ méa tendenci ke koordinatni vazbhd a
anionty bohatymi elektrony.

V diisledku bohatstvi elektrondt by dusi-
kovy konec molekuly, jak je dobfe mysli-
telné, mohl véazat proton, zatimco elektro-
ny chudy mistkovy atom boru by mohl ko-
ordinatné vézat aniontovy zbytek peroxidu.

Predpokladéd se, Ze jedinetnd elektronovéd
distribuce t&chto diskutovanych bicyklic-
kych molekul stabilizuje organicky peroxid
v pritomnosti zkuSebni smési tak, Ze se che-
micky vsune mezi peroxidovy proton a atom
kysliku, pFitemZ vytvof{ koordinatné véza-
ny iontovy par.

Predpoklddd se, Ze piekvapivé zvy3end
stabilita v této zkuSebni smési je vysledkem
toho, Ze organicky peroxid je vylouden z
bontové interakce s indikdtorem, dokud sol-
vatadni aktivita zkuSebni smési nerozrusi
peroxid-bordtovy komplex a neuvolni per-
oxid, aby oxidoval indikdtor v pFitomnosti
peroxida&né aktivni latky.

Pres znatny vzrist stability a citlivosti,
které jsou vysledkem pouZiti bordtovych es-
terdi, bylo s prekvapenim zji§téno, 7e l1ze do-
sp8t k dokonce jedté vétSi stabilité a citli-
viosti, jestliZe boratové estery a vySe uvede-
né Fedidlo jsou spoletnd obsa%eny ve zku-
Sebni smési.

Redidla, o nichZ se v soutasné dobé pred-
poklddéd, Ze prFispivaji ke zvySené stabilité
a citlivosti tohoto vynélezu, maji vyse uve-
dené struktury. Mezi sloufeninami zahrnu-
tymi do t&chto obecnych vzorcél bylo nale-
zeno, Ze obzvlaSté vhodné jsou N,N-dime-
thylformamid, dimethylsulfoxid, dimethyl-
sulfon nebo jejich smési. Dal$imi redidly,
kterych lze pouZit, jsou benzylsulfoxid, 4-
-chlorfenylsulfon, 4-fluor-3-nitrofenylsulfon
a dalst. Tyto slouteniny odpovidaiji vySe u-
vedenym strukturnim vzorctm, kde kaZdé
R1 a Rz znad¢i methylovou skupinu.

Rozsah Ri a Rz obsaZeny v tomto vynéle-
zu je Sirooky. Jako Ri a Rz se rozumi sub-
stitwovand nebo nesubstituovand alkylové
skupina s 1 aZ 6 atomy uhliku. Ilustrativni-
mi pfiklady alkylovych skupin jsou methy-
lovd, ethylovd, propylovd, isopropylovd, n-
-butylovd, isobutylova, sek.butylovd, n-pen-
tylovd, isopentylovd, neopentylova, terc.-
pentylovd skupina a jiné isomerni skupiny,
vEetn& skupin odwvozenych od hexanu. Tyto
alkylové skupiny jsou rovndZ ilustrativnt
pro alkoxylové skupiny uvaZované jako u-
spokojujici pFedchozi definici pro Rt a Rz

Jestli¥e R1 a Rz zna&i arylovou skupinu,
je rozsah obdobné Siroky a termin arylova
skupina, jak je zde pouZivan, zahrnuje sub-
stituované a nesubstituované arylové sku-
piny, napifklad fenylové, benzylové, tolylo-
vé, anilinové, naftylové atd.

Typickymi skupinami, kterymi Ri a R2
mohou byt substituovédny, jsou aminoskupi-
na, nitroskupina, amidova skupina, nitrilo-
vd, hydroxylovd, alkoxylova skupina, halo-
gen, fenylovd skupina, sulfonovd kyselina,
karboxylova kyselina atd. .

MnoZstvi Fedidla uZivaného ve smési, pro-
stfedku a zplsobu podle tohoto vyndlezu,
lze ménit v Sirokych mezich a lze je snadno
stanovit experimentdln¥. Predstavuje-li fe-
didlo tekutinu jako napiiklad dimethylsulf-
oxid (viz tabulku II, niZe), mno#stvi se mi-
Ze pohybovat asi od 10 % a¥ asi do 100 %,



219388

9

vztazeno na objem fFedidla pFidaného ke
smé&si, ve srovnani s objemem rozpoustédla
nebo suspenzniho ¢inidla (v p¥Fipadé prikla-
du 12, voda). V§hodné rozmezi je asi 25 %
aZ asi 100 %.

Podobné, jestliZe TFedidlo predstavuje
smés vice neZ jednoho redidla podle vyné-
lezu, lze pomér mnoZstvi rlznych pouZiva-
nych latek ménit v Sirokych mezich, a ty
lze rovnéZ snadno stanovit experimentdlné&.

Aby se jasnéji vysviétlilo, jak se ma pro-
vadeét a vyuZivat tento vynélez, a pro ilustra-
ci jeho vyhodnych provedeni jsou pfipoje-
ny néasledujici priklady provedeni.

Prtklady provedeni

A. Vyroba zkuSebni smési a prostredku

PF¥iklad 1

ZkuSebni smés

ZkuSebni smés byla pfipravena rozpus-
ténim nésledujicich sloZek ve 150 ml [mili-
litrech) deionizované vody. SloZky byly pfi-
dany do vody v sestupném poradku, jak je
uvedeno:

10
Pifklad 2

ZkuSebni zarizeni

ProuZky Whatmannova filtratniho papiru
3MM byly ponofeny do zkuSebni smési z
pfikladu 1. Ponofené prouZky byly suSeny
p¥i teploté 70 °C po dobu asi 15 minut, aby
se vytvofil materidl nosiCe impregnovany
zkuSebni smési. VysuSeny materidl nosice
byl potom pfipojen k prouZkfim nebo drZad-
1im z plastické hmoty (polystyrenu) pomo-
c¢i dvoustranné lepici péasky, vyrdbéné 3M
Company. Ziskaného zkuSebniho zaiizeni 1ze
pouZivat k detegovani peroxidacné G€innych
latek ponorenim do zkouSeného vzorku, na-
pfiklad do mode, podezielého z obsahu ta-
kovych latek a pozoruje se, zda se v mate-
ridlu nosife vytvori néjaké zbarveni.

B. Hodnoceni stability r@znych zkuSebnich
smesi

Priklad 3
Vliv bordtového esteru

Utelem tohoto pokusu bylo ukdzat vliv
boratu triethanolaminu na smési k hodno-

ceni okultni krve ve srovnéani s jinymi zna-
mymi aditivy. Byl pfipraven nésledujici roz-

trojsodnéd siil kyseliny citronové 32 g tok
kyselina citrénovd 2,2 8
tetrasodnd sl kyseliny chloroform 100 ml
ethylendiaminotetraoctové 01g o-tolidin 05 g
dimethylsulfon 10,0 g 2,5-dimethylhexan-2,5-diperoxid 20 g
laurylsiran sodny 10 g poly-{N-vinylpyrrolidon) 10,0 g
B6-methoxychinolin 0,5 g
dimethylsulfoxid 25,0 ml K alikvétnim dilim tohoto roztoku {po
aceton 25,0 ml 20 ml) byl piiddn 1 g aditiva z nésledujici
kumenperoxid 2,0 g tabulky. Tyto roztoky zkuSebnich smési by-
borat triethanolaminu (Aldrich ly ponechany stat p¥i teploté mistnosti asi
Chemical Co., Inc.) 10,0 g po dobu 5 hodin a pozorované vysledky jsou
o-tolidin - 04 g shrnuty niZe v tabulce I.
TABULKA 1
Vzorek €. Aditivum Vysledky
1 hexamethylenteramin Velmi tmavy, skoro ferny roztok.
) Nizk4 citlivost.
2 1,4-diazabicyklo{ 2,2,2 oktan Tmavé zelené/hnédé zbarveni.
Minimdin& citlivy na okultni krev v moéi.
3 borét triethanolaminu Slabé nahné&dly. Vysoka citlivost
na okultni krev v modi.
4 kontrolni pokus (bez aditiv) B8hem dvou hodin ztmavne.
Nevhodny pro analyzy okultni krve.
Priklad 4 kumenperoxid 40 g
o-tolidin 04 g
Vliv fedidla dimethylsulfoxid 25,0 ml

Do 500 ml kadinky byly pfiddny néasledu-
jici sloZky:

chloroform 100 ml

Ziskand zkuSebni smés, kterd byla slabd

“Zlutd po smichéni vySe uvedenych sloZek,

byla pfenesena do Erlenmeyerovy baiiky,
kterd byla zazdtkovdna a ponechdna na la-



219880

11

boratornim stole za normélni teploty [asi
pri 18,3°C) pres noc. Po uplynuti doby jed-
noho dne zkuSebni smés ztmavla jenom o
maélo vic, neZ kdyZ byla pfipravena.

Priklad 5
Srovnéani s piikladem 4

ZkuSebni smés pro kontrolni tcely, tj.
pro srovnéni s vyndlezem, byla pfipravena
postupem podle pfikladu 4, s tim rozdilem,
Ze dimethylsulfoxid byl nahrazen 25 ml chlo-
roformu. Tato zkuSebni smés, bez dimethyl-
sulfoxidu, byla uzaviena v Erlenmeyerove
baiice a ponechdna na laboratornim stole
jako v prikladu 4 (tj. pfi teplot& 18,3°C po
dobu 1 dne). Na rozdil od sm&si z pokusu
4, kontrolni smés ztmavla aZ skoro zCerna-
la, coZ sv8dfi o zlepSené stabilité, kterou
Fedidlo doddva zkuSebni smési.

i

C. Stabilizace zkuSebnich zafizeni borato-

vym esterem
Pr¥iklad 6
Kontrola

Pro pFipravu reagenéniho prouZku citli-
vého na pseudoperoxiddzy byl pfipraven
roztok nésledujici zku3ebni smési. Tento
vzorek neobsahuje jako sloZku bordtovy es-
ter podle vynélezu.

voda 150 ml
trojsodnd sil kyseliny citrénové 32 g
kyselina citrénova 2,2 g
8tyFsodnd sl kyseliny ethylen-
diaminotetraoctové 0,1 g
dimethylsulfon 10,0 g
laurylsiran sodny 1,0 g
6-methoxychinolin 0,5 g
dimethylsulfoxid 25,0 ml
aceton 25,0 ml
kumenperoxid 20 g
o-tolidin 04 g

Ustfizek Whatmannova filtra&niho papiru
3MM byl ponofen do roztoku vySe uvedené
zkuSebni smési a vysuSen pii teplot& 70 °C.
VysuSeny papir byl nafezdn na &tverce asi
5 mm, a ty byly pfipevn&ny k drZadlim z
plastické hmoty pomoci oboustranné lepi-
ci péasky (dostupné od 3M Company), &imZ
se vyrobi zkuSebni zafizeni.

Priklad 7
Vynélez

Roztok byl pFipraven stejn& jako ve vySe
uvedeném piikladu 6, s tim rozdilem, Ze
pfed priddanim kumenperoxidu bylo pFidé4-
no 10 g boratu triethanolaminu. ZkuSebni
zafizeni bylo p¥ipraveno z tohoto roztoku
stejné jako v pitkladu 6.

12
Priklad 8

1,4-diazabicyklo[2,2,2]oktan

Roztok byl pFipraven stejné jako ve vySe
uvedeném piikladu 6, s tim rozdilem, Ze
pied pFidanim kumenperoxidu bylo pfidéno
10 g 1,4-diazabicyklo[2,2,2]oktanu. Tento
roztok byl pouZit k p¥ipravé zkuSebniho za-
Fizeni stejnym zplsobem jako v pFikladu 6.

Priklad 9
Hexamethylentetramin

Roztok byl pfipraven jako ve vySe uvede-
ném pfikladu 6, s tim rozdilem, Ze p¥ed pfi-
danim kumenperoxidu bylo pfiddno 10 g
hexamethylentetraminu. Stejnym zp@sobem
jako ve vySe uvedeném prikladu bylo z to-
hoto roztoku pripravenc zku3ebni zaFizeni.

Prfiklad 10
Srovnani stability a citlivosti

ZkuSebni zafizeni z pfikladt 6 aZ 9 byla
uchovévdna za stresovych podminek, aby se
stanovila jejich relativni stabilita a citlivost.
Zatizeni z piikladll 6 aZ 8 byla skladovana
po dobu tFi dni pii teploté asi 60°C a zafi-
zeni z p¥ikladu 9 po jeden den p¥i teplotd
asi 70°C. Tato zkuSebni zafizeni vystavené
ztiZenym podminkdm byla potom hodnoce-
na na citlivost ponofenim do mode, obsa-
hujici 1 miliéntinu krve. Zmé&nu barvy pfi
této koncentraci okultni krve (totiZ 0,015
mg/l dl), vyvoldvalo jenom zaFizeni obsa-
hujici borat triethanolaminu (pfiklad 8).
Ostatni zafizeni byla na tuto hladinu okult-
ni krve necitliva.

D. Stabilizace zkuSebnich prostedkid redid-
lem

Priklad 11

Ze Sesti zkuSebnich roztokli smési obsa-
hujicich riznd mnoZstvi dimethylsulfoxidu
podle niZe uvedené tabulky II bylo pFipra-
veno Sest zkuSebnich prostfedk. -

Vsech $est roztokfi zku3ebnich smési by-
lo pfipraveno v tomto sloZeni:

N
ol
B

voda

trojsodnd siil kyseliny citrénoveé

kyselina citronovéa

borét triethanolaminu

CtyrFsodna siil kyseliny ethylen-
diaminotetraoctové

dimethylsulfon

laurylsiran sodny

6-methoxychinolin

kumenperoxid

io-tolidin

'—l
ouit

hoUio oW
0Q 0Q OQ 0q 0Q OQ oQ 0Q OQ
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Ke kaZdému roztoku 3esti zkuSebnich sm&si byla pfiddna nésledujici mnoZstvi dime-

thylsulfoxidu a methanolu:

TABULKA I

Zkusebni smés C.

Dimethylsulfoxid (ml)

s o N =

ol

Ponotenim kousku Whatmannova filtrac-
ntho papiru 3MM do kaZdého roztoku byla
7 ka¥dého vy$e uvedeného roztoku zkuSeb-
ni smdsi pripravena zku3ebni zafizeni. Po-
norené prouZky filtrafniho papiru byly vy-
taty -z piisludnych roztokd a suSeny a za-
tiZeny v su3arné po dobu 18 hodin pfi tep-
lotgé 70 °C.

Po zatiZeni byl kaZdy prouZek hodnocen
ve zkuSebnim roztoku obsahujicim ve zfe-
déni 1 :1000000 &erstvou celou krev v mo-
¢i. Intenzita vyvinutého zbarveni na kaZdém
prouzku umoZiiuje srovndni. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce III. ‘

TABULKA III

ZkuSebni

zatizeni ¢.* Hodnoceni zbarveni**

0 (bez zbarveni}
(stopy)

DOl W N

1
3
5
6
7 (prakticky Zadné
ztréta reaktivity)

* (fsla zkuSebniho zaffzeni odpovidaji &is-
J8m zkuSebnich smési v tabulce IL
Hodnoceni zbarveni bylo zaloZeno na
stupnici 0 a% 8, pfi€emZ 8 je zbarveni
vyvolané ¢erstvé pripravenym nestreso-
vanym zkuSebnim zaFizenim, pfiprave-
nym ze zkudebni smési & 6 (tabulka II).
Hodnoceni 0 znadi, Ze se nevytvofilo
74dné zbarveni a hodnoceni 1 naznaduji
pouze stopovd mnoZstvi zbarveni.

* *

7 tdaji v tabulce III je ndpadné zFejmé,
7e se stoupajicim mnoZstvim redidla (zde
dimethylsulfoxidu) pouZitého ve sloZeni
zkuSebni smési vzrhstad jeji citlivost.

E. Vzrist stability zkuSebni smési (s bora-
tovym esterem) zplsobeny raznymi Fe-
didly.

Priklad 12

Jako v piikladu 11 bylo plipraveno osm
zkuSebnich smési, z nichZ sedm obsahova-

Methanol (ml)
0 75
5 70
10 65
25 50
40 35
60 15

lo riznd redidla a jedna [(kontrolni) byla
bez Fedidla. Udelem tohoto pokusu bylo sta-
novit dtinnost riiznych Fedidel pii vzrista-
ni stability zkuZebnich smési citlivych k
peroxidatng Géinnym latkdm, kde je udr-
Yovano konstantni mnoZstvi bordtového es-
teru.

Byl pFipraven roztok obsahujici nésledu-
jici sloZky:

voda 50 ml
trojsodna siil kyseliny citrénoveé 32 g
kyselina citrénova 2,2 8
laurylsiran sodny 10 g
6-methoxychinolin 1.0 g
methanol 50,0 ml
borat triethanolaminu 50 g
kumenperoxid 208
o-tolidin 04 g

Ke ka?dé z osmi zkuSebnich smési byl
pfidan maly podil tohoto roztoku. Potom
bylo priddano do kaZdé zkumavky malé
mno¥stvi tedidla uvedeného v tabulce IV,
zkumavky byly uzav¥eny a ponechdny stat
za normdalni teploty na laboratornim stole
po dobu 1 tydne. Ke konci tydne byly zku-
mavky hodnoceni z hlediska ztmavnuti zbar-
veni, ¢im tmav&i zbarveni, tim méné stdla
zkuSebni smds. Vysledky jsou uvedeny v ta-
bulce IV podle klesajici stability (tj. zku-
Sebni smé&s 1 je nejstabiln&jsi a zkuSebni
smeés 8 je nejméné stabilni).

TABULKA IV

Zkudebni smés &. Redidlo

dimethylsulfoxid
N,N-dimethylformamid
dimethylsulfon
benzylsulfoxid
4-chlorfenylsulfon
4-fluor-3-nitrofenylsulfon
2-imidazolidon
Zadné

N O w =

8 (kontrola)

Vzorky 1 a 2 v tabulce IV vykazujl vy-
nikajici stabilitu; roztok 3 o n&co méné,
ma nicméné dobrou stabilitu; roztoky 4 aZ
7 byly primé&rné stdlé; a roztok 8, kontrol-
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ni, byl podstatn® mén& stdly neZ roztoky 1
az 7.

F. Vyhodnad provedeni
Pfiklad 13

Ve 150 ml vody byly smichény né&sleduji-
ci slozky:

trojsodnd stl kyseliny citrénové 32 g
kyselina citrénova 22 g
CtyFsodnd sil kyseliny ethylen-
diaminotetraoctové 01g
dimethylsulfon 10,0 g
laurylsiran sodny 10 g
6-methoxychinolin 05 g
dimethylsulfoxid 25,0 ml
aceton 25,0 ml
borat triethanolaminu 100 g
kumenperoxid 20 g
o-tolidin 04 g

ProuZky Whatmannova filtraéniho papiru
3MM byly ponofeny do vySe uvedenéhio roz-
toku a usuSeny pfi teplot& 70 °C. Po usue-
ni byl filtratni papir nafezdn na &tverce

0 délce strany 4 mm. Tyto &tverce byly po-

tom upevnény na polystyrenovd drZétka
méticl asi 8 x 15 mm pomoci dvoustranné
lepici pasky (3M Company).

ZkuSebni prostfedky vyrobené podle v§-
Se uvedeného pokusu byly zatiZeny po dobu
tri dnil p¥i teploté 60 °C a bylo nalezeno, Ze
jsou citlivd k okultni krvi v mofii v kon-
centracich niZsich neZ 0,015 miligrampro-
cent.

Prfiklad 14

Tento pfiklad ilustruje druhé vyhodné
provedeni uvedeného zkuSebniho zatizeni.

16
ZkuSebni smés se pfipravuje smichdnim
nésledujicich sloZek v néasledujicim sledu
v kddince za michéni:

>

voda 75 ml
trojndsobnd sil kyseliny citr6nové 32 ¢
kyselina citronovéa 415 g
borat triethanolaminu 100 g
kyselina ethylendiaminotetraoctovd 0,1 g
laurylsiran sodny 1,15 g
dimethylsulfon 10,0 g
6-methoxychinolin 06 g
N,N-dimethylformamid 75 ml
kumenperoxid 30 g
o-tolidin 0,8 g

- I}

ProuZky Whatmannova filtratniho papiru
3MM byly ponofeny do vy%e uvedené smé-
si a suSeny po dobu @asi 11 minut pfi teplo-
t8 asi 90 aZ 92°C. VysuSené prouZky byly
potom upevné&ny na drZatku z plastické
hmoty za pouZiti dvoustranné lepici pasky.

Nékolik prouZkd bylo stresovéno sklado-
vanim pfi teploté 70°C po dobu 1 dne; dal-
Sim skladovdnim pf#i teplotd 40 °C po dobu
12 tydnd. Ob& sady prouZzkidl vyvinuly mod-
ro/zelené zbarveni, kdyZ byly uvedeny do
styku s €erstvou celou krvi v mo&i ve zie-
déni 1:1 x 106,

Na zavér: pfedchozi p¥iklady ukazuji, jak
se pfipravuje a pouZiv4d smési a zkuSebnfho
zatizeni podle vynélezu (pfiklady 1 a 2),
ud4vaji vysledky srovndni stability a citli-
vosti (priklady 3 aZ 12) a popisuji soucas-
né vyhodnd provedeni (piiklady 13 a 14).
Udinky boratového esteru a Fedidla, jednotli.
vé i v kombinaci, na zku$ebni smés, jsou
popsdny v pfikladech 3 aZ 5, zatimco Gfin-
ky na zkuSebni zafizeni jsou uvedeny v pfi-
kladech 6 aZ 11. PouZiti rznych Fedidel je
zahrnuto v pfikladu 12.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zku$ebni prostfedek pro stanoveni pri-
tomnosti peroxidatné plsobicich latek, jako
hemoglobinu, utajené krve a peroxidazy, ve
zkouSeném vzorku, obsahujici organicky
hydroperoxid, napiiklad t-butylhydroper-
oxid, kumenhydroperoxid, diisopropylben-
zenhydroperoxid, 2,5-dimethylhexan-2,5-di-
hydroperoxid, paramenthanhydroperoxid
nebo jejich smési, jakoZ i indikétor schop-
ny poskytovat detegovatelnou odezvu v p¥i-
tomnosti uvedeného hydroperoxidu a per-
oxidagnd afinné latky, jako napfiklad ben-
zidin, o-tolidin, 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin,
2,7-diaminofluoren nebo jejich smési, vy-
znatujici se tim, Ze také obsahuje nékterou
slou€eninu obecného vzorce

nebo jejich smeési, ve kterychZto obecnych
vzorcich

R1 a Ry, které jsou stejné nebo rozdilné,
znamenaji vodik, aryl, alkyl nebo alkoxy-
skupinu, vZdy o 1 aZ 6 uhlitkovych atomech
v kaZdém z uvedenych zbytkd, a

m, n a p, které jsou stejné nebo rozdil-
né, znamenaji celd ¢isla 1 aZ 4.

2. ZkuSebni prostfedek podle bodu 1 vy-
znacujici se tim, Ze jako uvedenou slouce-
ninu obsahuje dimethylsulfoxid, dimethyl-
sulfon, N,N-dimethylformamid, benzylsulf-
oxid, 4-chlorfenylsulfon, 4-chlor-3-nitrofe-
nylsulfon nebo jejich smési.

3. Zkufebni prostfedek podle bodu 1 vy-
Zznacuijici se tim, Ze jako uvedenou slouce-
ninu obsahuje smés dimethylsulfonu a N,N-
-dimethylformamidu.

4, Zku8ebni prostfedek podle bodu 1 vy-
znacujici se tim, Ze jako uvedenou sloute-
ninu obsahuje boritan trimethanolaminu,
triethanclaminu, tri{n-propanol)aminu ne-
bo jejich smési.

5. ZkuSebni prostfedek podle bodu 1 vy-
znadujici se tim, Ze jako uvedenou sloule-
ninu obsahuje boritan triethanolaminu.

6. ZkuSebni prostfedek podle bodu 1 vy-
znacujici se tim, Ze obsahuje dimethylsul-
fon, N,N-dimethylformamid nebo jejich smé-
si, a boritan trimethanclaminu, triethanol-
aminu, tri(n-propanol)aminu nebo jejich
smési,

7. ZkuSebni prostfedek podle bodu 1 vy-
znacdujici se tim, Ze obsahuje smés dime-
thylsulfonu, N,N-dimethylformamidu a bo-
ritanu triethanolaminu.

8. Zku3ebni prostfedek podle nékterého-
z bodd 1 aZ 7 vyznadujici se tim, Ze obsahu-
je smés vpravenou do nosiCové matrice.
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