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1

Pfedm&t vynélezu se tykd reagentniho
prostiedku, zejména reagentniho prouZkuy,
pro stanoveni Kkyseliny mogové v télnich
tekutinich.

Reagendéni prostiedek obsahuje jako in-
dik4tor radikal piisludného azinu, puir, s
vyhodou citrdtovy nebo ftalgtovy, pro nasta-
veni hodnoty pH na 3 aZ 7, s vyhodou
4 a7 6, smadedlo, napiiklad laurylfosfat,
dioktylsulfosukcinét, laurylpolyglykoléter
nebo laurylpyridiniumchlorid a zahu$tovad-
lo algindt, ether celulézy nebo karboxyme-
tylcelulozu.

Uéelem vyndlezu je rychlé stanoveni ky-
seliny modové, coZ je dlleZité zejména pro
diagnoézu dny a jinych onemocné&ni, pii nichZ
je ovlivilovdn metabolismus purinovych de-
rivata.
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Vynédlez se tykd rychlého diagnostika ke
stanoveni kyseliny modové v télnich teku-
tindch, zejména v krvi a séru.

Stanoveni kyseliny mogové v krvi, popfi-
padé v séru je velmi dileZité pro diagndézu
dny a jinych onemocnéni, p¥i nichZ je ovliv-
fiovdn metabolismus purinovych derivata.
V lidské krvi je obvykle obsaZeno aZ 7 mg
kyseliny mofové/100 ml, p¥i patologickych
stavech mfiZe vSak tato hodnota vystoupit
na dvojndsobek aZ trojndsobek.

Je zndmo velké mnoZstvi kvantitativnich
mokrych zpidsobfl, které jsou v podstaté
zaloZeny na dvou metodédch: a) reakce, pfi
nichZ se pouZivd kyseliny mocové jako re-
duk&niho cinidla, napiiklad redukce Kkyse-
liny fosfowolframové a kolorimetrické vy-
hodnoceni vzniklého modrého zbarveni, b)
enzymové stanoveni kyseliny moCové uri-
kéazou, pri kterém vznikly peroxid vodiku
oxiduje v pritomnosti peroxiddzy chromogen
na barvivo, jehoZ hloubka zbarveni je mi-
rou konceuntrace pritomné kyseliny mocové.
Tyto zplsoby jsou vZak vét§inou pomérné
ndkladné a kromé toho ndroc¢né na &as, pro-
toZe pred reakci musi byt odstran&ny
viechny bilkoviny obsaZené v séru. Tohoto
Casu nejpresngjsi zplisob, ktery popsal Ka-
geyama (Clin. Chim. Acta 31, 421, 1971),
a ktery je zaloZen na enzymovém stanove-
ni pomoci urikdzy, vyZaduje celkovou do-
bu analyzy asi 75 minut.

Nechybély tudiZ pokusy vyvinout rychlé
diagnostikum pro stanoveni kyseliny modo-
vé. Jako rychld diagnostika se zde mini po-
miicky, které dovoluji rychlé a nekompli-
kované stanoveni poZadovanych latek, na-
pfiklad neSkolenym persondlem. Jsou to
vétSinou savé nosi¢e, které jsou napojeny
piisluSnymi reagenciemi nebo vodovzdorné
filmy, do kterych jsou reagencie vpraveny.
PonoFeni nebo pokapdni zkouSenou tekuti-
nou vyvold zménu harvy, kterou lze hod-
notit napiiklad pomoci srovndvacich ba-
rev.

Tak je v USA patentu ¢. 3536 448 popi-
sovédno rychlé diagnostikum, které se sklé-
déa ze dvou papirki, které jsou slepeny a
potaZeny ochrannou vrstvou. Jeden papirek
pfitom obsahuje kyselinu etyléndiaminte-
traoctovou, wolframan sodny a siran hydra-
zinu, druhy papirek fosfowolframan. Toto
rychlé diagnostikum dovoluje v3ak jenom
kvalitativni diikaz kyseliny mo¢ové a ne-
poskytuje Zadnou indikaci p¥ipadnych pato-
logickych stavi.

V britském patentu ¢. 1 282 089 jsou popi-
sovany papirky, které obsahuji soli trojmoc-
ného Zeleza, persiran a 2,4,6-tris(2-pyridyl}-
-1,3,5-triazin nebo 2,21 : 61,211-terpyridyl.

Predpoklddd se, Ze soli trojmocného Ze-
leza tvori komplexy s triazinem nebo ter-
pyridylem, které jsou potom redukovany ky-
selinou mocovou v komplexy dvojmocného
Zeleza, pritemZ dochdzi ke zmén& barvy,
kterd je pFimo Gmérnd koncentraci kyseli-
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ny mocoveé. Tyto papirky jsou vsak velice
citlivé na svétlo, tudiZ ma&lo vhodné pro
praktické vyuZiti.

Podle japonského patentu & 9096—789
se nam4ci do séra obsahujiciho kyselinu mo-
¢ovou papirek, ktery obsahuje urikazu a po-
mocné latky. KdyZ urikdza zoxiduje kyse-
linu mocovou na peroxid vodiku a alantoin,
pfitiskne se tento papirek na jiny papirek,
ktery obsahuje peroxiddzu a o-tolidin. Pe-
roxid vodiku pritom reaguje s o-tolidinem
za vzniku barviva. Je jasné, Ze tento zpi-
sob je zdlouhavy a vzhledem k nezbytnym
difdznim procesim z jednoho papirku na
druhy nemiaZe byt p¥iliS presny.

Zatimco vySe uvedend rychld diagnostika
vyuzivaji principu pfimého kolorimetrické-
ho stanoveni, pfi n&mZ vzniklé zbarveni je
umérné koncentraci méFené kyseliny mo-
c¢ové, je v némeckém patentu &. 2550 634
popsdn princip testu ,inverzni kolorime-
trie“. PFi n®m se nandsi predem urdené
mnoZstvi barevného indikdtoru na pevny ne-
tedny nosi¢. Hodnocend latka odbarvuje in-
dikator tak, Ze odbarveni je dmérné mnoz-
stvi stanovené latky. Prekrofeni Kkritické
mezni koncentrace stanovené latky lze tou-
to metodou velice pPesné urdit pomoci -
plného odbarveni odpovidajiciho mnoZstvi
indik4atoru.

V. némeckém patentu ¢. 2 550 634 je popi-
sovdano rychlé diagnostikum pro stanoveni
kyseliny mocové v krvi. Pro tento udel se
impregnuje papir ze skelnych vldken jodem,
jodidem draselnym a 3krobem a dalSim im-
pregnovénim se potahuje membranou z ko-
lodia a dal8i membrénou z kolodia a pev-
ného uhliéitanu. sodného. Krev obsahujici
kyselinu mocovou odbarvuje jddskrobovy
komplex, po smyti krve lze hodnotit stu-
peil odbarveni. Koncentraci jods$krobového
komplexu lze nastavit tak, Ze plesn& od-
povidd pravé patologickému mnoZstvi kyse-
liny mocdové a umoZiiuje kladné nebo zd-
porné rozhodnuti. Pomoci dalsich zku$eb-
nich oblasti s jinymi koncentracemi jédu
lze provadét odstupiiovand hodnoceni. To-
to samo o sob& pouZitelné diagnostikum mé
v3ak podstatné nevyhody: trojndsobnéd im-
pregnace je velmi né&kladnd. Vypusti-li se
druhd membréna, musi byt zkouSena teku-
tina pfedem zalkalizovdna, coZ je pro uZi-
vatele nevyhodné. Kromé toho testovaci
prouZek neni skladovatelny, protoZe jod p#i
styku se stopami alkdlie disproporcionuje.

Existovala tudiZ potFeba vyvinout jedno-
dude vyrobitelné a pouZitené stabilni, rych-
1é diagnostikum ke stanoveni kyseliny mo-
¢ové v séru a zejména v Krvi,

S prekvapenim bylo nyni zjisténo, Ze
rychlou diagndézu kyseliny moc€ové v séru
nebo v krvi 1ze provdd&t pomoci reagencni-
ho prostfedku, pfedevs§im reagenéniho prouZ-
ku, na bdzi inverzni kolorimetrie.

Podstata reagentniho prostfedku, zejmé-
na reagentniho prouZku, ke stanoveni ky-
seliny mocové v télnich tekutindch spodivd
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v tom, Ze obsahuje jako indikédtor radikal
obscného vzorce 1

0,8 S S
Tt

R R (1

SO_,M@

ve kterém znamenaji

R metylovou nebo etylovou skupinu a

Me atom sodiku nebo lithia nebo amo-
niovou skupinu, p¥isluiného azinu, pro na-
staveni hodnoty pH na 3 aZ 7, s vyhodou
na 4 aZ 6, pufr, napiiklad citratovy nebo
ftalatovy, a déale sméacedlo, napfiklad lau-
rylfosfat, dioktylsulfosukcindt, laurylpoly-
glykoléter, nebo laurylpyridiniumchlorid a
zahu$tovadlo, napfiklad alginat, éter celu-
1ézy nebo karboxymetylceluldzu.

Radikdly obecného vzorce I jsou tmavé
zbarvené slouceniny, které jsou redukovény
kyselinou modovou v bezbarvé aziny. Pii
predem daném mnoZstvi radikald predsta-
vuje stupeil odbarveni miru koncentrace ky-
seliny mocCové. Skutetnost, Ze radikdly po-
dle vyndlezu dovoluji stanoveni kyseliny
modové pomoci rychlych diagnostik nebyla
predvidatelnd. Bylo jenom znamo, Ze Kyse-
lina modova reaguje néjakym zpusobem s
radikdlem obecného vzorce I, protoZe na-
priklad p¥i stanoveni glukézy podle némec-
kého patentu &. 1648840 a 2042828 rusi
kyselina modova pii oxidaci prisludnych azi-
nft v radikal: bylo v8ak rovn&Z znadmo, Ze
toto ruseni neni stechiometrické (D. Eber-
hardt se spol. Z. klin. Chem. u. klin. Bio-
chem. 9, 362 aZ 363, 1971). Bylo tedy nut-
no piedpokladat, e aziny a radikdly obec-
ného vzorce I nejsou vhodné pro kvantita-
tivnl stanoveni kyseliny mocové.

Rychld diagnostika podle vyndlezu lze
pFipravovat nésledujicim zptsobem:

Pro rychly test na kyselinu mocovou v
séru lze pouZit jako savého nosiCe papi-
ru nebo rouna. Filtraéni papir se tedy im-
pregnuje radikdlem obecného vzorce I, da-
le pufrem, jakoZ i obvyklymi pomocnymi 14t-
kami jako smacedly, zahu§tovadly atd.

Pro rychly test na kyselinu moc€ovou v
celé krvi lze v§$e zminéné papiry potom im-
pregnovat v organickych rozpoustédlech
étery celulézy, popripadg estery celulézy,
napr. podle némeckého patentu ¢.1277019
nebo vosky podle némeckého patentu .
1598 048. Vytvoirend membrdna a popfipa-
dé i hydrofobizace zkuSebniho papirku do-
voluji potom smyti krve. Vhodné&jsi je v3ak
vpravovat radikdly obecného vzorce I do
vodovzdornych film@t podle n&meckého pa-
tentu &. 1598 153, ze kterych staCl krev je-
nom setfit.

Radikaly obecného vzorce I lze pfipra-
vovat jako substance, a to oxidaci pFislus-

nych azin@i jodem, octanem olovicitym, kys-
liénikem olovicitym nebo jinymi vhodnymi
oxida¢nimi ¢inidly (srovnej napiiklad Hii-
nig, Liebigs Ann. Chem. 676, 36 aZ 51, 1964).
Lze je v8ak pomoci téchto oixdacCnich ¢&i-
nidel nebo peroxidem vodiku a proxidéazou
vytvafet pfimo v impregnalnim roztoku.
MnoZstvi radikdl, kterych se pouZivd v
recepturdach, se Iidi mnoZstvim Kkyseliny
mocové, kterd md byt stanovena, lze je sta-
novit snadno empiricky.

K udanym recepturdm je ucelné pridavat
jesté pirislusné aziny, aby se bezpetné za-
mezilo pfipadné disproporcionaci radika-
1.

Takové disproporcionaci lze zamezit da-
le pfiddnim neutrdlnich anorganickych so-
1i alkalickych kovi, jako chloridfi, bromi-
df, sulfatt a jinych.

Jako pufry prichédzeji v dvahu obvyklé
systémy pro rychlé testy, jako napfiklad
citratovy, ftaldtovy aj. ProtoZe podle okol-
nosti p¥i pouZiti vét§iho mmnoZstvi radikdld
(pro vy$si koncentrace Kkyseliny moCové)
mtZe dochédzet k vysolovacim efektlim, je
obtas ufelné u vySe uvedenych pufrdl jako
kation pouZivat lithium.

Hodnota pH pufru se ma pohybovat me-
zi 3 a 7, s vfhodou mezi 4 a 6. Vy3§i hod-
noty pH jsou neidelné, nebot zpisobuji roz-
pad radikald.

Jako smadcedla pFichéazeji v dvahu obvyk-
14 smacedla neiontogenni, aniontovd a ka-
tiontovd, jako napfiklad laurylsulfdt, diok-
tylsulfosukcinat, laurylpolygliykoléter, lau-
rylpyridiniumchlorid a dalsi.

Jako zahu$fovadla lze pouZivat alginaty,
étery celulézy, karboxymetylceluldzu apod.

Jako disperzi na bdzi umélych hmot pro
vyrobu zkuSebnich filmi, lze pouZivat téch,
které jsou popsdny v némeckém patentu ¢.
1598 153, s vyhodou polyvinylpropionatu,
-acetdtu a jejich smésnych polymeri.

ZkuSebni papirky, popfipadé zkuSebni
filmy, se vyrdbé&ji obvyklym zpisobem, fe-
Zou se na malé CtvereCky (napiiklad 6 x
x 6 mm] a pfilepi, privali nebo jinak upev-
ni na ty¢inkovité nocsife, s vyhodou na f6-
lie. ZkuSebni tyfinky jenom s jednou zku-
gebni plochou jsou vhodné predevSim k meé-
Feni pomoci jednoduchych reflexnich foto-
metrd nebo k vizudlnimu srovnéani se srov-
navacimi barvami. Zv1ast& vyhodné je vSak
nandset na testovaci tyCinku vice zku3eb-
nich ploch se- stoupajici koncentraci radi-
kéalfi. Pritom se ziskdva po naneseni hodno-
cené kapaliny celd fada tpln€ a CdsteCné
odbarvenych a viibec neodbarvenych zku-
Sebnich ploch, ve kterych lze rozeznat jed-
noznacéné i bez srovnavacich barev ekviva-
lenéni bod, tj. bod pravé vzniklého odbar-
veni.

V prikladech bude vyndlez bliZe vysvét-
len, pritemZ bude pouZivdno nédsledujicich
zkratek:

Radikd]l A == radikdl diamonné soli kyseli-
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ny azino-bis-N-ctylbenzthiazolon-disul-
fonové

Radikdl B == radik&l dvojlithné soli kyseli-
ny azino-his-N-etyl-benzthiazolon-disul-
fonové

SloZeni

Disperze polyvinylacetatpropiondtu
Alginét sodny, 1,85 % v 0,5 M pufru fosfo-
reCnanu sodného, pH 5,6

Radikal A (33,8 %)

Dvojamonnd st@il kyseliny azino-N-etylbenz-
thiazolon-disulfonové ve 22 ml vody
Dioktylsulfosukcindt sodny v 8 ml meta-
nolu '
a

Receptura n

Radikal C == radikdl dvoilithné soli kyse-
liny azino-bis-N-metylbenzthiazolon-di-
sulfonové

Priklad 1

45 g

g
X 8
V&
0,75 g
d

e f g

n.05
0,30

0,04
2,25

X
¥

Slozky byly diikladn& smichdny a k od-
stran&ni vzdudnych bublin byly odstieds-
ny po dobu 5 minut p#i 1500 ot/min. Filmy
tlusté 0,38 mm byly potom natfeny na po-
lykarbondtovou £6lii a 30 minut sueny pii
teploté 50 °C. Povrstvené materidly byly
natezdny na 6 mm 8iroké pdsy a pfipevné-
ny ve vzddlenosti 1 mm vedle sebe na po-
lyesterovou f6lii. Ta byla nalezdna na 6 mm
Siroké tydinky, takZe se ziskaly zkuSebni
pésky, které obsahovaly vedle sebe sedm
zkuSebnich ploch a aZ 8. Na zkuSebni péasky
byla nakapéana séra, ktera obsahovala 2, 4,
6, 8 a 10 mg kyseliny modové/100 ml a po
5 minutdch otFena.

Byl ziskan néasledujici vysledek:

SloZeni

Disperze polyvinylacetdatpropionatu

Alginat sodny, 1,85 % v 0,5 M pufru citranu
lithného, pH 6

Radikdl B (35,1 %)

Dvojlithnd s@l kyseliny azino-N-etyl-benz-
thiazolon-disulfonové

Fluorované neionogenni sméacedlo

(Forafac 1110)

Destilovand voda

Hmota byla smichdna jako v piikladu 1,
odstifedéna, natfena a suSena.

Po rozstfikdni byly analogicky podle
kladu 1 vyrobeny zku8ebni pasky, které
ly pouze jednu zku3ebni plochu.

pii
meé

0,06
0,35

0,07
0,40

0,08 0,09
0,45 0,50

01 g
0,60 g

Sérum

mg/100 ml

2 Z4dnd zkuSebni plocha dokonale odbar-
vend

odbarveni zkuSebni plochy a a b
odbarveni zku3ebn{ plochy a aZ d
odbarveni zkuSebni plochy a aZ f
odbarveni vSech zkuSebnich ploch

4
6
8
10

Obsah kyseliny modové lze tedy snadno
odhadnout nésledujicim zptisobem: mg ky-
seliny mocové/100 ml = pofet odbarvenych
zkuSebnich ploch + 2.

Priklad 2

45 g

35 g
0,2g

028

0,28
20 ml

ZkuSebni plocha byla pokapana krvi ob-
sahujici kyselinu mofovou, po 1 minuté
otfena a zméfena na komerénim reflexnim
fotometru (Réflomatu).

Vysledek je shrnut v tabulce 1:
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Dily
stupnice

LN uNnNoO

10
12

Pi¥iklad 3

45
42
38,5
35
32
28
21,5
19 #
16 '
13,5
9

Filtratni papir (Schleicher a Schiill 2316

byl impregnovan roztokem

nésledujiciho

sloZeni a susen p#l teploté 50 °C:

Pufr citranu sodného, pH 6, 0,5 moldrni
Radikdl C (32,5 %)

Dvojlithnd sfil kyseliny azino-bis-N-metyl-
benzthiazolondisulfonové
Laurylpolyoxyetylénéter

Destilovand voda do

Papir se nafeZe na 6 mm Siroké pasky a
nalepi pomoci vhodného lepidla na polysty-
renovou folii. Ta se nafeZe na 6 mm Sirokeé
ty¢inky, které maji na spodnim konci ctver-
covou zkuSebni plochu.

ZkuSebni ty8inky se namécejl do séra ob-
sahujiciho kyselinu moc¢ovou a po 80 vtefi-
nach hodnoti. Sérum s 8 mg kyseliny mo-
Gové/100 ml zplsobi dplné odbarveni, za-

SloZeni

Disperze polyvinylacetdtpropiondtu

Alginat sodny, 1,5 % v 0,2 M vodném roz-
toku bromidu amonného

Radikal A (99,5 %)

Dvojamonna s@l kyseliny azino-bis-N-etyl-
-benzthiazolon-disulfonoveé

Fluorované neiontogenni smécedlo
Destilovana voda

nastavend 0,5 M amoniakem na hodnotu pH
5 .

7 této hmoty byly vytaZeny 0,2 mm tlusté
filmy, které byly suSeny 30 minut pfi tep-
lotd 50 °C a analogicky podle piikladu 2
dale zpracovany na zkuSebni (reagentni)
prouzky s jednou zkuSebni plochou.

Na zkuSebni plochu se nakape sérum s

50 ml
0,175 g

0,28
0,1g
100 ml

timco sérum se 7 mg/100 ml nechavd jeSté
zelené zbarveni. Je-li p¥i 7 mg/100 ml Z4-
douci tpiné odbarveni, musi se navaZit 0,155
gramu radikalu; pro 9 mg je zapotiebi
0,195 g. Timto zplGsobem lze tudiZ nastavit
kaZdou Zddanou prahovou hodnotu.

Priklad 4

45 g

35 g
210 mg

1,05 g
0,2g
14,0 ml

obsahem kyseliny motové, po 5 minutdch
se otfe a potom se m&i{ na b&Zném komerc-
nim remisnim fotometru (Zeiss, PMQ III]
pii 620 um.

Vysledek je shrnut v tabulce 2:
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Tabulka 2

mg % kyseliny modové

m

% remise
s

32,8
37,2
435
52,2
57,5

0,36
0,7

0,49
0,64
0,35

PREDMET VYNALEZU

1. Reagenéni prostledek, zejména rea-
genéni prouZek, ke stanoveni kyseliny mo-
ové v télnich tekutindch na principu in-
verzni kolorimetrie, vyznadujici se tim, Ze
obsahuje jako indikator radikdl piisluiné-
ho azinu, obecného vzorce I

SO,Me
-0,8 ) S 3
3
L v 1T
+?’o -hll
"R R (1

ve kterém znanienaji

R metylovou nebo etylovou skupinu a
Me atom ‘sodiku nebo lithia nebo amonio-
vou skupinu, pro nastaveni hodnoty pH na

3 az 7, s vyhodou na 4 aZ 6 pufr, naptiklad
citratovy nebo ftaldtovy, a dédle smaédedlo,
napfiklad laurylfosfat, dioktylsulfosukcinat,
laurylpolyglykoléter nebo laurylpyridinium-
chlorid a zahu3tovadlo, napfiklad alginat,
éter celulozy nebo karboxymetylceluldzou.

2. Reagenini prostfedek podle bodu 1,
vyznacujici se tim, Ze reagencie jsou vpra-
veny v savém nosiéi, napiiklad v papiru.

3. Reagencni prostfedek podle bodu 1,
vyznacujici se tim, Ze reagencie jsou vpra-
veny ve filmu z umélé hmoty, napiiklad v
polyvinylacetdtpropionétu.

4. Reagendéni prostiedek podle bodill 1 a%
3, vyznacujici se tim, Ze na nosi&i jsou upev-
néna vedle sebe alespoil dv& testovaci po-
licka se vzdjemné odliSnym mnoZstvim in-
dikatoru.
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