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(54) Zpdsob enzymového stanoven! moZoviny

(57) zpisob stanoveni, sestévajfc! = hydrolyzy

mo&oviny imobilizovanou ureasou a z kolorimet«

rického stanoven{ uvoln¥ného amoniaku pritoko-

vou injek&nf analyzou, spo&ivd v tom, %e se do

nosného proudu fosfdtového pufru aplikuje veo-

rek obsahujic{ molovinu, nosny proud se uvede

do kontaktu s Imobilizovanou ureasou umisténou

pevn¥ na nosli¥l v enzymovém reaktoru a po

prichodu se nosny proud s uvolndmm amonia«

kem postupnd® smis{ s &inidlem 1, obsahujfcim

0,1 af 0,5 M salicylanu sodného, 1 aZ 8 mM

nitroprusidu sodného, 0,2 a% 0,3 M hydroxidu
alkalického kovu a 10 a%Z 40 obj, % methanolu,

& s &inidlem Il obsahujfefm o,01 a% o,8 M chlor~

nan alkalick ého kovg. nalel ae amia wahieje

na teplotu 25 aX 6o ~C a fotomelricky se sta- |
novi absorbance pi#l 700 um, z nff ize stano- '
vit mnoZstvf mo¥oviny v alyzovaném wvzorku,




CS 270307 B1 1

Vynélez se tyks zplsobu enzymového stanovenf{ moloviny,

V analytické chemil a zvi&#t¥§ pak v klinické blochemli se &im dél vice uplatfujl postupy za-
loZené na enzymové katalgze. PF stanoven! mo¥oviny se pou¥fvéd ureasy, tj, enzymu, ktery hydroe
lyzuje moZovinu na ameniak a oxid unhliZity, Pribéh télo enzymevé reakee je mo¥ne sledovat na
zéklad¥® tvorby t¥chto komponent, pfi¥emZ se dédvé4 pFednost stanoven! amonioku, resp. amonnych
lontl, Nejroz¥(fendjif je kolorimetrické Berthelotova metoda zalofend na oxidativn{ kopulacl amoni-
aku s fenoly po reakcl s chlornanem v alkalickém prostied!. Vedle Kkolorimetrické detekce amoniae
ku nalezly #iroké uplatn¥nf také elekirochemické metody, al’ ji¥ ve spojeni se sklen¥nou pH elek~

trodou, elektrodou selektivn{ na amonné lonty nebo amonnou elekirodou se vzduchovou mezerou
&l mérenim amonlaku v plynné formd¥.

P¥l enzymovém stanoven moloviny se s ohlodom'na rozdilnost podmfnek enzymové hydroly-
zy moéoviny a nésledného stanoven{ vzniklého amoniaku velmi asto od sebe tylo dva stupné od-
délujf, Z fohoto hlediska je velml atraktivnf pouZll prdtokové injek&nf{ analyzy, P#l tomto postupu
se analyzovany vzorek aplikuje pfimo do nosného médla obsahujfcfho aktivn{ ureasu a vytvofeny
amoniak je detegovédn n¥kterou z uvedenych metodik, Z dévodu snffen{ spotfeby enzymu, a tim: |
vyrazného zefeklivndnl analytického ‘postupu, Je mnohem v¥hodndj#{ poufi ureasy v Imobilizova-
né form¥, klerd se v podobd tzv, ,enzymové reaktorové elektrody" pouZivd ve spojen! s elektro-
chemickou detekcl vzniklych produkti za viasinfm ,reaktorem’” , tj, za kolonkou ¥l kapliérou s
imobillzovanou ureasou, V tomto uspofddénf viak nenf mo¥no dosédhnout vIti{ frekvence néstiikd

ne%Z 20 za hodiny, pon¥évadZ pro kaZdou analyzu je potfebnd uriitd doba k ustancven{ rovnové-
hy elektrochemického detektoru,

Uvedenou nevyhodu odstrafiuje zplisob enzymového stanoven! modéoviny analyzou, sklddaji-
cl se z hydrolyzy moZoviny imobilizovanou ureasou a z kolerimetrického stanoven! uvoln¥ného a-~
moniaku pritokovou Injek¥nl analfzou, vyznaZeny tim, e se do nosného proudu fosfdtového pufru
aplikuje vzorek obsahujfc! mo¥ovinu, nosny proud se uvede do kontaktu s Imobllizovanou ureasou
umfst¥nou pevné na noslél v enzymovém reakioru a po préchodu se nosny proud s uvoln&nym
amoniakem postupné smis{ s Einidlem I, obsahujfcim o,1 a% 0,5 M salicylanu sodného, 1 aX¥ 8 mM
nitroprusidu sodného, 0,2 aZ 0,3 M hydroxidu alkalického kovu a 10 af 40 % obj, methanolu, a s
Cinidlem [l obsahujfcim o,01 a% 0,5 M chlornanu alkalickéhe kovu, nadeZ se sm¥s zahieje na te-

plotu 25 a% 6o °% a fotometricky se stanovi absorbance p#l 700 /um. z nit lze stanovit mno#stvi
‘mo¥oviny v analyzovaném vzorku,

Vyhodou enzymového stanovenf mofoviny podle vynélezu je pledevifm rychlost analyzy, kdy
p¥l pritoku kolem 1 ml/s nosného média je moZno provéddt 6o analyz za hodinu s linedrn{ ode-
zvou pro koncentraci moloviny 25 a¥ Soo ml'nc»l.c!;n'3 v néstfiku 40 a¥ 9o ,ul.

Vynélez je dokumentovén pi#klady, aniZ by se jimi omezoval,

Pitfklad 1
Stanovenf{ moloviny v krevnfm séru

Vzorky krevnftho séra byly Fed¥ny vodou v pomifu 13 80 a aplikcovény bez deproteinace
do nosného produ 0,2 M fostétového pufru pH 6,9 systému pritokové injek¥n!{ analyzy, Po pricho.
du média s apllikovanym veorkem 'oncymwy"m reaktorem obsahujfcim Imobilizovanou ureasu byla
reakinf smés se veniklym amoniakem smichéna s &inldlem [, obsahujfeim 0,37 M salicylan sodny,
4 mM nitroprusid sodn¥y, 0,25 M hydroxid sodny a 30 obj, %n{ methanol ve vodé#, a potom s &~
nidlem II, obsahujfcim 0,03 M chiornan sodny. Reak¥n{ sm¥s potom byla prichodem pfes reakin(
cfvku zahféta na 50 °C a mnoZ¥stvl vytvofeného barviva byle proméfeno v priitokové kyvets, Hod-
nota absqgrhance pfl 700 nm ']o ptimo dmErnA mnof#atvl moloviny obsafenéd v aplikovaném vzorku
v rozsahu koncentracf 25 aZ 500 /'““°1°d'“'3. PH (rekvencli 6o analyz za hodinu byla reproduko-
vatelnost 'stanovenf moZoviny charakterizovdna hodnotou relativnf sm¥rodatné odchylky 1,1 %,
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Pifklad 2

Stanovenf mo&oviny v modi

Zr;ﬁsobem shodnym jako v p#fkladu 1 aZ na to, ¥e &inidlo Il obsahovala 6,03 M chlornanu
draselného, bylo provédé&no stanoven{ obsahu moloviny ve vzorcich modi zieddnych vodou
131 000 aZ 1 : 2 000 se istejnou frekvencl néstifkl. Interterujicf obsah ‘Amonn?ch fontd ve vzorw
cfch mo¥l byl odelten na zéklad& shodného stanoven!, ani¥ byl vzorek podroben "&inku imobllizo-
vané ureasy v enzymovém reaktoru,

PREDMET VYNALE zZU

Zplsob enzymového stanovenf moZoviny analyzou, sklddajfcf se z hydrolyzy moloviny imow
bilizovanou ureasou a z kolorimetrického stanovenf uvoln&ného amoniaku pritokovou Injekén{ ana-
lyzou, vyznadeny tim, %e se do nosného proudu fosfdtového pufru aplikuje vzorek obsahujicf mo-
Zovinu, nosny proud se uvede do kontaktu s imobllizovanou ureasou umisténou pevnd na nosii
v enzymovém reaktoru a po priichodu se nosny proud s uvolninym amoniakem postupnd smisf s
Zinidlem 1, obsahujfefm o,1 a% 0,5 M salicylanu sodného, 1 aZ 8 mM nitroprusidu scdného, 0,2 a
0,3 M hydroxidu alkalického kovu a 1o aZ 40 obj. % methanolu, a s ZEinidlem Il obsahujfcim o,01
aZ 0,5 M chlornanu alkallckého kovu, naleX se sam¥s zahfeje na teplotu 23 aZ éo °C a fotometa
ricky se stanovf absorbance pi#l 7oo Ium. 2z nfZ lze stanovit mnoZstvf modoviny v analyzovaném

vzorku,
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