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(57) Die Erfindung betrifft die Verbesserung der Lagerstabilitat von Testmitteln zur Bestimmung von Substanzen in
Korperfliissigkeiten. Die Erfindung hat das Ziel, zur Vermeidung 6konomischer Verluste die Lagerfahigkeit von
Testmitteln zu verbessern, ohne dabei gleichzeitig die indikatorreaktion wesentlich zu beeintréchtigen. Der Erfindung
liegt die Aufgabe zugrunde, Testmittel mit verringerter Autoxydation herzustellen. ErfindungsgemaR wird die
Aufgabe geldst, indem den Testmitteln ein oder mehrere Sulfite oder ein Gemisch aus Hydroxylamin und einem oder
mehreren Sulfiten zugesetzt wird, denn es wurde (berraschend gefunden, daf durch diese Zusétze die Autoxydation .
ohne wesentliche Beeintrachtigung der Indikatorreaktion unterdriickt werden kann. Unter Ausnutzung des

- erfindungsgemaRen Effektes konnen Testmittel mit verbesserter Lagerfahigkeit hergestellt werden. Diese Testmittel
kénnen beispielsweise in der medizinischen Diagnostik und in der Therapiekontrolle zur Bestimmung von Substanzen
in Korperfliissigkeiten eingesetzt werden.
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Erfindungsanspruch:

1. Testmittel zur Bestimmung von Substanzen in Kérperfliissigkeiten auf der Basis des Oxydase/
Peroxydase-Systems und unter Verwendung von aromatischen Diaminen bzw. Benzidinen als
Farbentwickler und einem Farbkuppler bzw. Farbfixiermittel bei pH-Werten von =5, dadurch
gekennzeichnet, dal3 in den Testmitteln ein oder mehrere Alkali- bzw. Ammoniumsulfite oder ein
Gemisch aus Hydroxylamin und einen oder mehreren Alkali- bzw. Ammoniumsuifiten enthalten
sind.

2. Testmittel nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daR das oder die Alkali- bzw. Ammoniumsulfite
in einer Gesamtkonzentration von 2 bis 1000 Mol-% Sulfit, vorzugsweise 50 bis 200 Mol-% Sulfit,
bezogen auf den Farbentwickler, enthalten sind.

3. Testmittel nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, da Hydroxylamin in einer Konzentration von 0
bis 1000 Mol-%, vorzugsweise 50 bis 200 Mol-%, bezogen auf den Farbentwickler, enthalten ist.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die Verbesserung der Lagerstabilitit von Testmitteln, in denen autoxydable Indikatorsysteme verwendet
werden, zur Bestimmung von Substanzen in Kérperfliissigkeiten. Sie sollen bevorzugtin der medizinischen Diagnostikundin der
Therapiekontrolle eingesetzt werden.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Bei den bisher bekannten Testmitteln, die zur Bestimmung von Substanzen in Kérperflissigkeiten eine Oxydase/Peroxydase-
Reaktion verwenden (z.B. Testmittel zum Nachweis von Glucose, Harnséure, Aminosauren, Triglyzeriden, Cholesterin,, Pyruvat
u.a.), werden héufig zum Nachweis des intermediér entstehenden Wasserstoffperoxyds substituierte Benzidine (DE-

OS 2460903) oder substituierte p-Phenylendiamine in Verbindung mit einem Farbkuppler eingesetzt.

Nachteilig an derartigen Indikatorsystemen istihre hohe Empfindtichkeit gegen Licht, Luftsauerstoff und Feuchtigkeit. Besonders
die substituierten p-Phenylendiamine werden vor allem bei héheren pH-Werten, die beispielsweise fiir eine schnelle
Farbkupplung bzw. fiir bestimmte enzymatische Reaktionen angewendet werden, in steigendem MaRe angegriffen. Deshalb
léuft bereits wéhrend der Lagerung der Testmittel die Indikatorreaktion ohne Einwirkung des Probengutes teilweise ab, wodurch
diese Testmitte! nur eine begrenzte Zeit verwendbar sind.

Es ist aus der Photochemie bekannt, dal® Lésungen von substituierten Phenylendiaminen durch Zusatz von beispielsweise
Hydroxylamin und Natriumsulfit gegen den Angriff durch Luftsauerstoff stabilisiert werden kdnnen (DRP 743262; Meyer, K.,
Brune, W.: Z. wiss. Photogfaphie 46 {1951], 169). Dabei muR allerdings eine z. T. betrachtliche Stéru ng der Farbreaktion wihrend
des Entwicklungsvorganges in Kauf genommen werden. _

Es ist weiterhin bekannt, da Wasserstofferoxid sowohl Hydroxylamin als auch Alkalisulfite sehr schnell oxydiert (Gmelins
Handbuch der anorganischen Chemie, Verlag Chemie, Berlin 1936, 23, 572; Gmelins Handbuch der anorganischen Chemie,
Verlag Chemie, Weinheim 1960, 9, 5141.), was den Einsatz dieser Substanzen zur Stabilisierung eines Systems mit dessen Hilfe
Wasserstoffperoxid nachgewiesen werden soll, als unméglich erscheinen laRt.

Ziel der Erfindung

Die Erfindung hat das Ziel, zur Vermeidung 6konomischer Verluste die Lagerféhigkeit von Testmitteln, in denen autoxydable
Indikatorsysteme verwendet werden, zu verbessern, ohne dabei gleichzeitig die Indikatorreaktion wesentlich zu
beeintrachtigen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Testmittel mit verringerter Autoxydation und damit verbesserter Lagerstabilitit
herzustellen. : ‘

Die Testmittel kdnnen entweder auf der Basis von mit den Reagenzien imprégnierten Matrizen oder auf der Basis von Filmen, die
die Reagenzien enthalten, beruhen. Sie werden vor der Verwendung in handliche und damit materialsparende Formate (z.B.
Teststreifen) geschnitten.
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ErfindungsgemaR wird die Aufgabe dadurch geldst, daR? den Testmitteln auf der Basis der Oxydase/Peroxydase-Reaktion und
mit autoxydablen Indikatorsystemen ein oder mehrere Sulfite oder ein Gemisch aus Hydroxylamin und einem oder mehreren
Sulfite zugesetzt werden, denn es wurde liberraschend gefunden, dal durch diese Zusétze die Autoxydation ohne wesentliche
Beeintréchtigung der Indikatorreaktion unterdrickt werden kann (s. Tabelle 1, Testmittel Nr.2, 3,4, 5,7, 8, 9, 10 sowie
Zusammenstellung in Beispiel 3), wodurch sich die Lagerfahigkeit der Testmittel ohne Empfindlichkeitsverlust wesentlich
verbessert (s. Tabelle 1). Diese Nichtbeeintréchtigung der Indikatorreaktion durch die erfindungsgemaRen, stabilisierenden
Zusétze ist aus zwei Griinden besonders wichtig. Einerseits kann in diesem Falle derim Verlauf der Lagerung auftretende Abbau
der stabilisierenden Zusétze nicht zu einem Anstieg der Empfindlichkeit, d. h. zu falsch positiven Werten fiihren. Andererseits
kann bei einer ungestdrten Indikatorreaktion die Wasseraufnahme von Testmitteln auf Filmbasis minimai gehalten werden, was
sich bekanntlich bei Verwendung von Vollblut als Untersuchungsmaterial vorteilhaft auf die Hdmatokritabhéngigkeit der
Testergebnisse auswirkt. .

Tabelle 1: Einfiul der Mengen an stabilisierenden Zusétzen auf die Autoxydation und die Farbausbeute verschiedener
Testmittel (aufer der Menge an eingesetzter Oxydase und der Antioxydanskonzentration gleiche Rezepturen und
Eigenschaften bei Nr. 1 bis 5 bzw. Nr.6 bis 10)

Testmittel zum Glucosenachweis, pH7,2...7,4

.

Nrj. Na;03/Hydroxylamin (jeweils relativer Leerwertanstieg inner- Farbausbeute (in %, bezogen
in Mol-% bezogen auf substitu- halbeines Jahres bei kiihler aufunstabilisierten Film, Ver-
" iertes p-Phenylendiamin) und trockener Lagerung (in %, ~wendung von Voliblut,
bezogen auf unstabilisierten 30 mmol/1 Glucose)
. Fim_
1 0 ‘ ,' 100 " 100
2 10 ; 73 L
3 50 a2 o8
4 100 ‘ l ) 38 1 89
5 200 | | | ‘
, 31 |69
Testmittel zum Harnsdurenachweis, pH 8,0...8,2
Nr. Na,S0; (in Mol-% bezogen auf relativer Leerwertanstieg inner- Farbausbeute (in %, bezogen
substituiertes p-Phenylendi- halb eines Jahres bei kiihler aufunstabilisierten Film, Ver-
amin) ‘ undtrockener Lagerung(in%, . wendung von Vollblut,
bezogen auf unstabilisierten 500 umol/I Harns3ure)
—————— Fim)} . '
6 0 | 100 ; 100
7 10 | 75 : | 98
8 50 ! J a7 i 98
9 100 | 40 | 92
10 200 : ~] - |
! i 34 I 75

Die Eignung dieser Zusatze zur Vermeidung von Autoxydation war nicht vorauszusehen, da neben der
Autoxydationsschutzwirkung auch die hohe Reaktivitit dieser Verbindungen gegeniiber Wasserstoffperoxyd, welches in den
Testmittein mit Oxydase/Peroxydase-Reaktion intermediér entsteht und quantitativ nachgewiesen werden soll, allgemein
bekannt ist (Gmelins Handbuch der anorganischen Chemie, Verlag Chemie, Berlin 1936, 23, 572; Gmelin’s Handbuch der
anorganischen Chemie, Verlag Chemie, Weinheim 1960, 3, 5141.). ZweckméaRigerweise werden die Zusétze im
stochiometrischen Verhaltnis zum Entwickler eingesetzt, ohne daf die erzielte Wirkung auf diese Konzentration beschrénkt ist.
Unter Verwendung der erfindungsgeméafen Zusétze kénnen Testmittel mit verbesserter Lagerstabilitét hergestellt werden.

Ausfithrungsbeispiele
Im folgenden soll anhand von Ausfiihrungsbeispielen die Erfindung naher ertiutest werden.
Beispiel 1:

Testfilme zum Glucosenachweis
Es werden 5 Testfilme mit folgender Zusammensetzung hergestellt:

Gelatine ' 6g
1-[3'-Sulfo-4'-phenoxyphenyl]-3-[carboxyheptadecyl-amidopyrrazolon-(5)] 368mg
4-(N,N-8-Sulfobuty!-butylammonium)-anilinium-sulfat ] 360mg
Glucoseoxydase 15000U
.Peroxydase » 1500U

sowie neben den (iblichen Hilfsstoffen‘wie Netzmittel, Weichmacher und Harter je BeguBldsung folgende Mengen an -
stabilisierenden Zusétzen: '



Film-Nr. Hydroxylamin-[mg] Na,S05-7H,0 [mg]

sulfat
1 0 0
2 7.5 23
3 37 116
4 " 74 232
5 148 464

Die Mischungen werden auf pH 7,3...7,4 eingestellt und auf transparente Zelluloseacetatfolien, welche mit einer Haftschicht
versehen sind, aufgetragen und getrocknet. AnschlieRend werden die Testfilme zweckmaBigerweise in Streifen geschnitten.
Die Testfilme haben hinsichtlich ihrer Lagerstabilitat sowie Farbausbeute die in Tab. 1 zusammengestellten Eigenschaften.

Beispiel 2;
Testfilme zum Harnsédurenachweis
Es werden 5 Testfilme mit folgender Zusammensetzung hergestelit:

Gelatine | ‘ 25g
1-[3"-Sulfo-4'-phenoxyphenyl]-3-[carboxyheptadecyl-amidopyrrazolon-(5)] 230mg
4-(N,N-8-Sulfobutyl-butylammonium)-anilinium-sulfat 150 mg
Uricase 75U
Peroxydase 5000U
Na-Boratpuffer (SORENSEN-CLARK) . 75mi

Sowie neben den iblichen Hilfsstoffen wie Netzmittel, Weichmacher und Hérter je BeguBlosung folgende Mengen an
Natriumsuilfit:

Film-Nr. N32303 -7 H20 [mg]
6 0
7 10
8 48
9 96
10 192

Die Mischungen werden auf pH 8,0...8,2 eingestelit und auf transparente Zelluloseacetatfolien, welche mit einer Haftschicht
versehen sind, aufgetragen und getrocknet. AnschiieBend werden die Testfilme zweckm Rigerweise in Streifen geschnitten.
Die Testfilme haben hinsichtlich ihrer Lagerstabilitit sowie Farbausbeute die in Tab. 1 zusammengestellten Eigenschaften.

Die obigen Beispiele stellen keine Einschrankung der erfindungsgeméRen Lésung-dar. Sie sollen deren Allgemeingiltigkeit fir
verschiedene enzymatische Reaktionen und Reaktionen bei verschiedenen pH-Werten demonstrieren. .

Beispiel 3: , _ ' N
Testmittel zum Glucosenachweis: : : ‘
Es werden 5 Testfilme mit folgender Zusammensetzung hergestellit:

Gelatine o ' 6g __
1-[3’SuIfo-4’-phenoxyphenyl]-s-[carboxyheptadecylamidopyrrazolon-(s)] 368mg

- 4-(N,N-3-Sulfobutyl-butylammonium)-amilinium-sulfat , ' 360mg
Glucoseoxydase ' ] C 15000U

Peroxydase ' e ABOOUS

sowie neben den (iblichen Hilfsstoffen wie Netzmittel, Weichmacher und Hérter je BeguRldsung folgende Mengen an
stabilisierenden Zusétzen:

Film-Nr. Hydrokylamin- (NH,),S0; K2S0;3-2H,0

sulfat[mg] : [mg] [mg]
1 0 ' 0 0
12 0 10,5 4]
13 0 53 0
14 0 107 0
15 0 214 0
16 0 0 18
17 0 0 89
18 0 0 178
19 0 0 357
20 7,5 105 0
21 .37 ' 53 0
22 74 107 ' 0
23 148 214 0

:
Die Mischungen werden auf pH 7,3...7,4 eingestellt und auf transparente Zelluloseacetatfolien, welche mit einer Haftschicht
versehen sind, aufgetragen und getrocknet. AnschlieRend werden die Testmittel zweckmaigerweise in Streifen geschnitten.
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Die Testmittel haben hinsichtlich ihrer Lagerstabilitdt sowie Farbausbeute die in der folgenden Zusammenstellung
ausgewiesenen Eigenschaften.

Zusammenstellung der Eigenschaften der Testmittel

Film-Nr. relativer Leerwertanstieg innerhalb eines Jahres Farbausbeute (in %, bezogen auf den unstabili-
bei kiihler und trockener Lagerung (in %, bezogen sierten Film, Verwendung von Vollblut,
aufden unstabilisierten Film) 30 mmol/l Glucose)

11 100 100

12 76 . 99

13 47 93

14 41 20

15 37 71

16 80 97

17 46 95

18 42 89

19 33 66

20 71 98

21 39 . 93

22 36 88

23 . 25 : - 62
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