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PYedmétem vyndlezu jsou rychlotesty pro dikaz a stanoveni peroxidu vodiku g lédtek re-
agujicich za tvorby peroxidu vodiku nebo peroxidicky uSinnych ldiek.

Reakce peroxidu vodiku s oxidadnimi indikdtory za katalyzy peroxiddzou nebo peroxidic-
ky déinnych ldtek za vzniku barevnych sloudenin hraje v analytické chemii zvldStni
flohu, nebot dovoluje kromé dltlkazu vodiku a peroxiddz stanovit ¥adu ldtek, které re-
aguji s kyslikem a oxiddzou za vzniku peroxidu vodiku. Ddle jgou jako p¥iklady uvede-
ny nékteré z t8chio ldiek a v zdvorkdch pak odpovidajici oxiddzy:

glukéza (glukézooxiddza), galaktoza (galaktooxiddza), L-aminokyseliny (oxiddza L-ami-
nokyselin), cholesterin (cholesterinoxiddza) a kyselina mo8ovd (urikdza). Jsou to
pYedeviim ldtky, jejichZ dikaz mi velky vyznam v 1éka¥ské diagnostice a v chemii po-
travin. -

Jako reakce pro dikaz peroxiddz p¥ichdzi v Gvahu zejména metoda stanoveni hemoglobi-
o, p¥ifemz se migto peroxidu vodiku mchou jako oxidadni prost¥edek pouZivat také
organické hydroperoxidy.

Shodn& se svym velkym vyznamem v léka¥ské rychlodiagnostice jsou tém8F pro vSechny
shora jmenované reakce popsiny tak zvané rychlotesty, které umoZnuji kvalitativni
nebo kvantitativni stanoveni jednotlivych reakdnich sloZek. P¥i tom se pouZivaji na-
sdkavé nosice nebo filmy, které obsahuji vSechny reagencie a na nich probihd po styku
se zkoumanou kapalinou v p¥ipadé, Ze je p¥itomnd ldtka o kterou jde, barevnd reakce.
Vzniklé zbarveni se urduje pomoci srovndvacich tabulek barev nebo se m3Fi pomoci re-
misnich fotomeirl, takZe se z intenzity zbarveni miZe usuzovat na koncentraci reagu-
jiei 1dtky.

Jako oxidadéni indikdtory pro tyto rychlotesty je v Literatu¥e a v patentech popsdna
Y¥ada sloudenin, avdak v praxi se jich prosadilo jen n&kolik. Jednd se p¥i tom vfludnd
o sloufeniny benzidinové ¥ady a sice z t&chto opdt zejména o o-tolidin. PFes velké
rozSiY¥eni tohoto indikdtoru a jeho nepochybné pFednosti oproti jinym zndmym indikd-
torim md ale o-tolidin i nedostatky. Za prvé neni tato létka v recepturdch pro rych-
lotesty vZdy optimdlng stdld, coZ mife vést p¥i deldim skladovéni k ne¥ddoucim zbar-
venim a ztrdtdm citlivosti. Za druhé neni modrozeleny radikdlovy kation, vznikajiei
p¥L reakei indikdtoru pF{li¥ stdly, nebol p¥echdzi relativnd snadno daldi oxidaci

v hnédy chinondiimin. Reakdni zbarveni msji proto vzhledem k Im&dému vedlejSimu zbar-
ven{ $4steind Spinavy charakter, pfiSem¥ se rychle mdni a nelze je prote nejdastdji
Ji% krdice po pFedepsané dob& od8itdni sprdvn& vyhodnotit. PFLi sériovych analyzdch

a pro dokumentaci je toto rozhodujicim nedostatkem. Je sice moZné stabilizovat ra-
dikdlovy kation anionickymi smddedly v urSitém rozmezf, tyto nejsou ale v¥dy poufitel-
né, nebot mohou plsobit destabilizainé na oxiddzy p¥i primdrni reskei.

Nyni bylo s pYekvapenim zjiSténo, Ze se ziskaji rychlotesty shora uvedeného druhu,
které jsou trvanlivdjsi a poskytuji stdlejsi radikdly barviva, kdyZ se misto o-toli~
dinu pou¥ije 3,37, 5,5 -tetraalkylbenzidin.

Podstata vyndlezu, kterj se tykd rychlotestld pro dikaz a stanoveni peroxidu vodiku

a ldtek, reagujicich za tvorby peroxidu vodiku nebo peroxidicky déinnych lédtek, se-
stdvajici z nasédkavého nosife nebo nabobindvajiciho f£ilmu ze syntetické hmoty, im-
pregnovaného impregnadnim roztokem, ktery na 100 ml obsshuje 0,01 aZ 0,5 g peroxi-
ddzy, pop¥ipadd 0,1 a% 2 g hydroperoxidu, do 20 g pufru, nap¥iklad nebo morfoline-
tansulfonového, do 5 g sméfedla,napiiklad dioktylnatf‘i&in}ahlfo;jantaranu, lauroylsar-
kosinu, polyoxyethylen.sor’bitamnonélaura‘bu, do 15 g aktivdtoru nap¥iklad 2,5-dimethyl-
hexan~2,5-dihydroperoxidu a 0,1 aZ 1 g chromogenu spodivd v tom, Ze jako d&immou
chromogenn{ 14tku obsahuji 3,37, 5,5 -tetraalkylbenzidin obecného vzorce I

/‘/'I’
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Vv

ve kterém Ry, R2, R3 a R4 Jsou stejné nebo rizné a znamenaji ni%si alkylové ékupiny
g 1 aZ 6 atomy uhliku, s vihodou 1 a% 4 atomy uhliku a s p¥{mym nebo rozvtvenym Ye-
tézcem, '

Predm&tem vyndlezu podle tohoto tedy jsou rychlotesty k dikazu a stanovend peroxidu
vodiku a ldtek, které reaguji za tvorby peroxidu vodiku nebo peroxidicky uWSimmych 14-
tek sestdvajicich z nasdkavého nosi¥e nebo nabobindvajlofho filmu ze syntetické hmoty,
které obsahuji bud peroxidicky WSinmou ldtku nebo hydroperoxid a chromogen, reagujici
za vzniku zbarveni s hydroperoxidem nebo peroxidicky Udinnou létkou, jako¥ pop¥ipads
i pufr, smdedlo, zehudfovaci prost¥edek a aktivdtory, jejich% podstata spodivd v

tom, Ze jako W¥immou chromogemni 14tku obsahuji 3,3°, 5,5 -tetraalkylbenzidin obec-
ného vzorce I

vy

ve kterém Ry, Ry Ry 8 R, jsou stejné nebo rizné a znamenaji niZsi alkylové skupiny
8 1 aZ 6 atomy uhliku, s vfhodou 1 a% 4 atomy uhliku a p¥Imym nebo rozvétvenym Ye-
t8zcem,

Zplsob vyroby slouSenin obecného vzorce I je zndm, aviak blife Je a% dosud charakteri-
zovén pouze 3-3°, 5-5'-tetramety1benzidin (V.R. Holland et al. Tetrahedron 30, 3299~
~3302 (1974)) a 3,3°, 5,5 -tetraetylbenzidin (R. Stroh et al. Angew. Chem. 69, 124-
=131 (1957)). Vyroba tetrametylbenzidinu podle V.R. Hollanda et al. loc. cit., se
providéla o sobd zndmym zplisobem redukoi zndmého 2,27, 6,6 "-tetrametylazobenzenu
zinkovym prachem a ndsledujicim benzidinovym piesmykem.

AZ dosud nepopsané sloudeniny 3,3 -dimetyl-5,5 -dietylbenzidin a 3,3°, 5,5 -tetra-
igopropylbenzidin se mohou vyrobit nap¥fklad podle Strohs et al. loc. cit., 2z o~to~
lidinu a etylenu, pop¥ipadé z benzidinu a propylenu.

~ Dalsi zplsoby, které by mély byt prineipidlng pPristupné i pro je¥t¥ nepopsand vyssi
alkylderivaty jsou ndsledujici:
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a) oxidace 2,6-dialkylanilinu alkalickym ferrikyanidem (srowvn. V.R. Holland, loc.oit.)
G. Schulz, Ber. dtsch., chem. Ges. 17, 476~478 (1884);
E. Haselbaoh, Helv. chem. Acta., 53, 1526-1543 (1970).

b) oxidace 2,6-dialkylanilinu kysli¥nikem st¥{brnym (srovn. B. Ortiz et al., J. Org.
Chem. 37, 2748-2750 (1972)).

¢) redukce 2,6-dialkylnitrobenzenu lithiumaluminiumhydridem (srovn. R,F. Nystrom a
H.C. Brown, J. Amer. chem. Soc. 70, 3738-3740 (1948)).

d) reakce 2,6-dialkylbenzendiazoniovych soli s amoniakdlnim roztokem Jjednomooné médi
(srovn. D. Vorldnder a F, Mayer, Liebigs Amn. Chem. 320, 122-144 (1902))?

DalSi redukce timto zplsobem ziskaného azobenzenu na hydrazobenzeny s jejich (z8dsti
okamZity¥) benzidinovy pYesmyk se provddi zndmfmi metodami (nap¥fklad Houben-Weyl X/2,
705-724 a X/1, 839-848).

%4sadni schopnost 3,3°, 5,5'—tetramety1benzidinu, kterou lze odekdvat na zdkladd struk-
tury pro dikaz okultniho krvdceni ve stolici a modi je popsdna v uvedend précl V.R.
[follanda et al., pFidemZ jako pFednost je vyzdvi¥ena ni¥sf kancerogenita oproti toli-
dinu. NeoSekdvand vetSi stédlost aminu a jeho radikdlového kationtu v rychlostech nent
ale Hollandem popséna, nebot tento neprovedl odpovidajici pokusy. Pro takové pokusy

nevznikl také ¥4dny popud, nebol vyu¥ivatel rychlotestd nemanipulovel p¥Fimo s &inidly
a otdzka kancerogenity tedy pro msho nehraje prakticky Zddnou roli.

SlouCeniny obecného vzorce I jsou popsény také pro rychlotesty dlikazu halogenidd po~
pfipadé pseudohalogenidd v t&lesnych tekutindch (Can. Pat. Nr. 818 344). Tyto rychlo-
testy obsshuji jedt§ sloudeniny dvojmocnd mddi, kterd reaguji s halogenidy za vzniku
halogenidi jednomocné m&di a volnych halogend, které oxiduji bezidinové sloudeniny.
Tato oxidace vede zF¥ejm&.ke stejnym barevnym radikdlovym kationtim jako oxidace hydro-
peroxidy katalyzovand peroxiddzou. V uvedeném patentu Je z tetnych ndrokovanych deri-
vétl vihodny o-tolidin (3,3 -dimetylbenzidin), z Seho¥ lze ufinit zdvdr, Ze tetraal-
kylbenzidiny jsou pro rychlotesty ménd vhodné.

V&5 stdlost slouSenin obecného vzorce I a Jejich radikdlovych kationtd je ddle
potud pFekvapujici, Ze vlivem tlaku elektroni p¥{davnfch alkylovych skupin by bylo
moZné spifie ofekdvat zvySenou oxidovatelnost a tim i dald{ reakei na hnddy chinon-
diimin.

Tetraalkylbenzidiny podle vyndlezu se mohou pouZit ve vSech p¥ipadech, ve kterych
byl aZ dosud pouZfvdn o-tolidin, p¥ilemZ se mohou eventuflnd trochu modifikovat znd-
mé receptury. Pop¥ipadd se mohou pro stsbilizaci barvy pouZitd anionickd smdBedla
nahradit ménd aktivmimi nebo dpln¥ vynechat. Tak se mohou pouZit ngp¥iklad tetra-
alkylbenzidiny v testovacich papircich pro ddkaz glukdzy v modi, krve v mo8i, cho-
lesterinu v séru, peroxidu vodiku v mléce nebo testovacich filmech pro stanoveni
glukozy v krvi a séru a v mnoha Jinych testech. Viechny tyto testy se vyznaduji tim,
Ze barevné reakce jsou jasndj¥i, stdlejsi a zédsti lépe odstuphovdny ne% p¥i pouZiti
o-tolidinu, nebo¥ modrozelend a¥ zelend zbarvent radikdlovych kationtl tetraalkyl-
benzidind nejsou -zaSpinéng podily hn¥dého chinondiiminu.

U rychlotestd, popsanych v ndsledujicich p¥fkladech vystupuji do pop¥edi zejména
vlastnosti tetraalkylbenzidind podle vyndlezu, pFiSem? Jednotlivi zdstupci t¥idy
slouenin mohou mit popFipad¥ je¥t$ obzvlddt¥ vyhodnd Winky: tak se ukazuje zvy¥o-
nd stdlost tetraalkylbenzidind podle vzorce I oproti o-tolidinu zejména p¥i sklado-
véni testovacich papirkd pro dikaz krve v mo3i. ZvySend stdlost radikdlovyoh ka-
tiontd vede u testovacich £ilmd pro stanovens glukozy k tomu, Ze miYeni se miZe
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provdddt v relativnd dlouhém asovém obdobi., Pou¥iti tetraalkylbenzidinu p¥i testu
glukdzy v mo¥i vede k testovacim papirkim, u kteryoh reakdni zbarveni zlstdvd po ce-
16 dny t6m3Y nezméndno, coZ mé obzvlddtni vyznam pro Sasné dlagndzy, pii ktergch
diagnostici posilaji pouZité testovaci papirky do centrdlnich mist k vyhodnocovdnd.

Na dal8ich p¥ikladech md byt vyndlez bli%e vysvditlen:

Pfiklaq 1
Testovaci papirek pro dikaz krve v moli

Filtratni papir (Schleider a Schull &, 23SL) se impregnuje ndsledujicimi roztoky
a usudi se p¥i 40 °¢q.

Roztok 1

1,2 moldrni citrdtovy pufr o pH 5,25 35,0 ml
etylendiaminotetraoctovd kyselina, dvojsodnd sl 0,1 g
dioktylnatriumsulfojantaran 0,5 g
2,5-dimetylhexan-2,5~-dihydroperoxid (asi 70%ni) 1,6 g
trimorfolid kyseliny fosforednd v 12,7 g
etanol 30,0 ml
destilovand voda ad 100,0 ml
Roztok 2

3,3, 5,5 -tetrametylbenzidin . 0,3 g
fenantridin 0,2 g
toluen ad 100,0 ml

Ziskd se bIly testovaci papirek, ktery se p¥i namoeni do mo8i, obsahujici krev asi
po 5 az 20 vte¥indch zbarvi modrozelens. JestliZe Jsou erytrocyty intakini, tak jsou
papirky modrozelend tedkovend. Jestlide dojde k hemolyze, nebo jestliZe se nachdzi
pPedem volny hemoglobin v modi, tak se papirky zbarvi rovnomSrnd modrozelenS. Citli-
vost se pohybuje asi okolo 5 erytrocytﬁ/mm3 nebo odpovidajiciho mnoZstvi hemoglobi-
nu. NiZ81 podet intaktnich erytrooytld miZfe za urditfch okolnosti vyvolat jedté jed~
notlivé modrozelend body na testovacim papirku. Citlivost vi&i hemoglobinu odpovidd
c¢itlivosti hemoglobinu.

Po tridennim teplotnim zatiZeni p¥i 60 °C jsou testovaci papirky zcela slabd naZloutle
zbarveny, jejich oitlivost zistala v podstatd stejnd, pouze reakdni doby se prodlou-
Zily asi na 60 a¥ 90 vte¥in. Testovaci papirek stejného sloZeni s o-tolidinem namisto
tetrametylbenzidinu je po stejném zatiZeni Zlutohnddd zbarven, citlivost se pohybuje
asi okolo 20 erytrocytﬁ/mmB.

Papirky se stejnou citlivosti a stabilitou, kteréd pouze o ndco pomalejl a s Cistou

zelenou barvou reagujl se ziskaji pri pouZiti ekvimoldrnich mnozstv1 3,37, 5,5 =te-
traetylbenzidinu, 3,3 -dimetyl-S 5 -dietylbenzidinu nebo 3,3° y 5,5 -tetraisopropyl-
benzidinu,.
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P#ikled 2

Tegstovaci papirek pro stanoveni krve v moli

Jestli¥e se v receptu¥e z p¥{kladu 1 nahradi dioktylnatriumsulfojantaran stejnym
mno¥stvim lauroylsarkozinu nebo se zcela vynechi povrchovd sktivni prostfedek, tak
se ziskaji testovaci papirky, které Jsou sice o n3co ménd oitlivé nei v p¥ikladd 1,
které jsou ale vidy jeStd citlivdjsi neZ odpovidajici papirky s o-tolidinem. Barev-
né reakce s moSi, kterd obsahuje 50 hemolyzovanych erytrooyt&/mm3 jsou shrnuty v
dole uvedené tabulce.

bez smicedla lauroylsarkozin
tetrametylbenzidin slabd zelené zelend
o=-tolidin slabd Sedohns&dé glabd hnddozelené

PFiklad 3

Testovaci papirek pro dikaz glukozy v modi

Piltradni papir (Schleicher a Schull 597 NF') se impregnuji roztoky ndsledujiocfho
slo¥eni a usudi p¥i 50 °C:

Roztok 1

Glukozooxiddza (70 U/mg) 222 mg
peroxiddza (70 U/mg) 28 mg
morfolinoetansulfonovy pufr (pH 5, 1,0 m) . 50 ml
tartrazin 80 mg
polyvinylpyrrolidon . 300 mg
destilovand voda ad 100 ml
Roztok 2

3,3°, 5,5 -tetrametylbenzidin 600 mg
etanol ad 100 ml

Stejnym zplsobem se vyrobi testovaci papirky, které obsahuji ekvimoldrni mnoZstvi
3,37, 5,5 -tetraetylbenzidinu pop¥ipadd o-tolidinu. Reakdni zbarveni tdchto testo-
vacich papirk® s moSemi, obsahujfcimi glukdzu asi po 60 a% 120 vte¥indch po namoe-
ni jsou shrnuty v ni%e uvedené tabulce., U tetrametylbenzidinu zldstanou tato zbarve-
nf agi 10 8% 15 minut konstantni, p¥i usufeni dostanou spife mamodraly charakter

a v této formd zlgtanou stdlé po celé dny. Zbarveni s tetraetylbenzidinem zblednou
pondkud p¥i suSeni ani¥ by se m&nila hodnota zbarveni a jsou potom po celé dny
stdls,

Zbarveni ziskand 8 o-tolidinem zadnou jiZ po 5 aZ 10 minutdch iloﬁtnout a blednout
a jsou po usudeni bdhem 2 a% 4 hodin v¥dy podle koncentrace glukdzy zcela vybledléd
nebo slabé olivovEhn&d4.

48
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ng %'glukéza o-tolidin tétrametylbenzidin tetraetylbenzidin
0 zZluté Zluté zZluté
50 svétle zelené svétle zelené svétle zelené
100 zelené modrozelend gtbednd zelené
250 modrozelené zelenomodré zelené
500 zelenomodré modrodernd tmavozelend
1000 olivové &erné Serné hluboce zelené

Testovaci papirky, které obsahuji ekvimoldrni mno¥stvi 3,3 “~dimetyl-5,5 -dietylbenzi-
dinu chovaji se s ohledem na charakter a stdlost reakdnich barev prakticky tak jako
papirky s tetraetylbenzidinem. ’ ) -

Piiklad 4

Testovaci papirky pro dikaz peroxidu vodiku

Filtraéni papir byl impregnovdn ndsledujicimi roztoky a usuden p¥i 40 ..

Roztok 1

trojsodnd sl kyseliny citronové, dihydrdt 225 mg
kyselina citronovd, monohydrdt 175 mg
peroxiddza (70 U/mg) 50 mg
natriumelginat 150 mg
bolyoxyetylensorbitanmonolaurat (Tween 20) 1300 mg
smésny polymer vinylpyrolidinu s vinylacetdtem 375 mg
destilovand voda ad 100 mg
Roztok 2

3,3%, 5,5 -tetrametylbenzidin 500 mg
aceton ad 100 ml

Takto vyrobeny testovaci papirek ddvd s peroxidem vodiku ve vodnych roztocich, napii-
klad mléce, modrozelené reakdni zbarveni a¥ do koncentrace 0,1 mg %.

Piiklad 5
Testovaci papirek pro dikaz cholesterinu a esterti cholesterinu v séru

Filtra®ni papir (Schleicher a Schilll 597 NF Ind.) se impregnuje roztoky ndsledujiciho
sloZeni a usudi se p¥i 40 °C:

Roztok 1

1 moldrni citranovy pufr pH 7 20,0 ml
cholesterinoxiddza (60 U/mg) 0,1 g
cholesteriesterdza (18 U/mg) 0,25 g
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peroxiddza (70 U/mg) ' 0,05 g
destilovand voda ad 100,0 mlL
Roztok 2

3,3", 5,5 ~tetrametylbenzidin 0,28 g
polyetylencktylfenoleter (Triton X 100) 0,5 g

metylenchlorid ad 100,0 ml

Takto ziskané testovaci papirky reaguji se séry, které obsahuji cholesterin a/mebo
cholesterinester, za vzniku zelenych barevnych tond, jejichZ intenzita odpovidd
koncentraci cholesterinu. Odpovidajici testovaci papirky, které obsahuji misto te-
trametylbenzidinu o-tolidin, reaguji rowmé&Z za vzniku zelenych 'barevnych tonu, kte-
ré jsou ale méné intenzivni.

Priklad 6

v,

Testovacl £ilm pro stanoveni niZSich obsahd glukézy v krvi nebo séru '

Komponenty

disperze polyvinylacetdtpropionanu (Propiofan 7O D) 45,0 g

1,85%ni roztok natriumalgindtu v 0,5 m fosforecna—

novém pufru o pH 5,5 35,0 g

natriumnonylsiran rozpuStény v 5,0 ml vody 0,75 g

glukozooxiddza (62,7 U/mg) - 0,189 g
} rozpuitdné

peroxiddza (68,8 U/mg) v 10 m vody 0,235 g

3,37, 5,5 -tetrametylbenzidin rozpuitiny

v 5 ml acetonu 0,68 g

SloZky se dob¥e promisi, nat¥ou se v tloudtce vrstvy 200 /4 na £01lii a 35 minut se
sudi p#i 60 °C. Nakapdni krve obsahujici glukdzu a jejim ot¥ent po 1 minutd poskytu-
je po dalSich 2 minutdch, p¥Ll rozmezi obsshu glukdzy od 5 a¥ asi do 100 mg %, modro-
zelené reakSni zbarveni stoupajici intenzity, které se miZfe zm8¥it b&¥n& proddvanym
remisnim fotometrem. Ndsledujfei tabulka ukazuje kinetiku vyvoje zbarveni p#i 60 mg
% glukozy ve srovndni s testovacim filmem, ve kterém je misto tetrametylbenzidinu
obsaZeno 500 mg o-tolidinu. JestliZe se testovaci £ilm zsh¥fvd 12 dnf na 50 °G, tak
nelze zjistit prakticky Zddné zbarveni. Testovaci f£ilm s o-tolidinem je mnaproti
tomu silng Zlutohn¥dé zbarven.

Sas (min) 1 2 3 5 10

intenzita tetrametylbenzidinu (TMB) 88 87 85 84 85
intenzita o-tolidinu 13 68 - 64 60 67
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mg % glukéza o-tolidin fetrametylbenzidin tetraetylbenzidin
0 Zluté Zluté zZluté
50 sv8tle zelené svétle zelené svétle zelené
100 zelené modrozelend gt¥ednd zelené
250 modrozelend zelenomodré zelenéd
500 zelenomodré modroderné tmavozelené
1000 olivové derné gerné hluboce zelené

Testovaci papirky, které obsahuji ekvimoldrni mnoZstvi 3,3 -dimetyl-5,5 -dietylbenzi-
dinu chovaji se s ohledem na charakter a stdlost reakdnich barev prakticky tak jako
papirky s tetraetylbenzidinem. :

Piiklad 4

Testovaci papirky pro dikaz peroxidu wvodiku

Filtradni papir byl impregnovén ndsledujicimi roztoky a usuSen p¥i 40 °c..

‘

Roztok 1

trojsodnd sil kyseliny citronové, dihydrdt 225 ng
kyselina citronovd, monohydrit 175 mg
peroxiddza (70 U/mg) 50 mg
natriumalginat 150 mg
polyoxyetylensorbitanmonolaurat (Tween 20) 1300 mg
smésn¥ polymer vinylpyrolidinu s vinylacetdtem 375 mg
destilovand voda ~ ad 100 mg
Roztok 2

3,3, 5,5 -tetrametylbenzidin ' 500 mg
aceton ad 100 ml

Takto vyrobeny testovaci papirek ddvd s peroxidem vodiku ve vodnych roztocich, napii-
klad mléce, modrozelend reakdni zbarven{ a% do koncentrace 0,1 mg %.

P¥{klad 5 )
Testovaci papirek pro dikaz cholesterinu a esterd cholesterinu v séru

Filtracni papir (Schleicher a Schull 597 NF Ind.) se impregnuje roztoky ndsledujiciho
sloZeni a usu§i se p¥i 40 °c:

Roztok 1
1 moldrni citramovy pufr pH 7 20,0 ml
cholesterinoxiddza (60 U/mg) 0,1 g

cholesterieaterdza (18 U/mg) 0,25 g
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peroxiddza (70 U/mg) ' 0,05 g
destilovand voda ad 100,0 ml
Roztok 2

3,37, 5,5 -tetrametylbenzidin 0,28 g
polyetylenocktylfenoleter (Trifton X 100) 0,5 g
metylenchlorid ad 100,0 ml

Takto ziskané testovaci papirky reaguji se séry, které obsahuji cholesterin a/nebo
cholesterinester, za vzniku zelenych barevnych tondl, jejich% intenzita odpovidd
koncentraci cholesterinu. Odpovidajici testovaci papirky, které obsshuji misto te-
trametylbenzidinu o-tolidin, reaguji rovnd% za vzniku zelemych barevnych tondl, kte-
ré jsou ale ménd intenzivni.

P¥iklad 6

w o

Testovaci £ilm pro stanoveni ni?¥3ich obsahi glukdzy v krvi nebo séru '

Komponenty
disperze polyvinylacetdtpropionanu (Propiofan 70 D) 45,0 g
1,85%ni roztok natriumalgindtu v 0,5 m fosforedna-
novém pufru o pH 5,5 35,0 g
natriumnonylsiran rozpustény v 5,0 ml vody 0,75 ¢
glukdzooxiddza (62,7 U/mg) - 0,189 g
rozpuiténé

R v 10 ml vody
peroxiddza (68,8 U/mg) 0,235 g
3,3", 5,5 -tetrametylbenzidin rozpudting :
v 5 ml acetonu 0,68 g

SloZky se dob¥e promisi, nat¥ou se v tloudfce vrstvy 200 /2 na £01ii a 35 mimut se
sudi p¥i 60 °C. Nakapdni krve obsahujici glukdzu a jejim ot¥enf po 1 minutd poskytu-~
je po dal¥ich 2 minutdch, p¥i rozmezi obsahu glukézy od 5 aZ asi do 100 mg %, modro-
zelené reakCni zbarveni stoupajici intenzity, které se mife zmd¥it b8En& proddvanym
remisnim fotometrem. Ndsledujici tabulka ukazuje kinetiku vyvoje zbarveni p¥i 60 mg
% glukdzy ve srovndni s testovacim filmem, ve kterém je misto tetrametylbenzidinu
obsaZeno 500 mg o-tolidimu. JestliZe se testovaci £ilm zeh¥iv4 12 dnf na 50 °¢, tak
nelze zjistit prakticky Z4dné zbarveni. Testovaci £ilm s o-tolidinem je naproti
tomu silné Zlutohn&dd zbarven. :

tas (min) 1 2 3 5 10

intenzita tetrametylbenzidinu (TMB) 88 87 85 84 85
intenzita o-tolidinu 73 68 64 60 67
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Priklad 7
Testovaci film pro stanoveni normidlnfho a zvySendho obsahu glukdzy v krvi a séru

Testovacl film se vyrobi podle p¥#ikladu 6, tento obsahuje dodatein¥ 0,050 g 9= (P~ -ami-
nopropyl)-3~aminokarbazoldihydrochloridu. Nakapdni krve, obsahujici glukdzu a jejdi
set¥eni po 1 minutd poskytuje po dalsi minutd ndsledujici reakdni zbarvent:

60 mg % glukdzy - okrové
120 mg % glukdzy - olivové
180 mg % glukdzy ~ modrozelenéd s proménnou hloubkou zbarvent

Tyto barvy se samy o sobd nemdni p¥i dvoudennim uchovivdni v atmosfé¥e laboratore.
U analogického testovaciho filmu, ktery obsshuje 0,600 g o-tolidinu a 0,025 g

9-(3” ~aminopropyl )-3-aminockarbazoldihydrochloridu se m$ni modrozelené zbarvent smE-
rem k ¥lutozelenym tontm.

Dobu trvdni stdlosti barvy p¥i obsahu 150 mg % glukdzy, m&¥eno na reflomatu ukazuje
ndsledujici tabulka

doba (hod) 0 1 2 4 8 - 24 '
TMB 61 62 62 62 62 62
o-tolidin 51 52 51 50 47 42

Jestlife se testovaci f£ilm zah¥{vd 12 dnf na 50 °C, tak nelze zjistit prakticky Zddné
zbarveni a vyhodnoceni pomoci srovmdvacich barev je nespornd mo¥né. Testovaci prous-
ky, obsshujici o-tolidin jsou naproti tomu silnd Zlutohnddd zbarveny a srovnini s ba-
revrou 8kdlou ji%¥ neni moZné.

V ndsledujicich p¥ikladech je popsdna vyroba dvou a# dosud nezndmfch sloudenin obec-
ného vzorce I.

P¥ikled 8

3,3 -dimetyl-5,5 -dietylbenzidin

Varianta I

Ve dvoulitrové t¥fhrdlé bance s michadlem a kapaci ndlevkou a teplomérem se suspéndu—
Je 96,5 g (0,564 mol) 2-metyl-6-etylanilinhydrochloridu ve smdsi se 79,5 ml koncentro-
vené kyseliny solné (d = 1,18) a 350 ml vody a za dobrého chlazeni ledem se p¥i O a¥

3 °C p#ikape roztok 39 g dusitanu sodného ve 150 ml vody béhem 30 minut za michdni.
Potom se michd je¥td asi 1 hodinu p¥i 0 a¥ 3 °C a roztok diazoniové soli se zPeds pFi~
davkem 600 ml ledové vody.

Mezitim se v 6ti litrové t¥fhrdlé bance s michadlem, kapaci nilevkou a teplomdrem
(Y-kusem) rozpusti 210 g siranu mddnatého v 900 ml vody a doplni 363 ml koncentro-
veného amoniaku (d = 0,88). Potom se rozpusti 90 g hydroxylamoniumchloridu ve 150 ml
vody a za chlazeni ledem se p¥ikape roztok 95 g hydroxidu draselného v 72 ml vody.
Tento dob¥e ochlazeny roztok se p¥idd pfi'10-a§ 15 °C pod dusikem bdhem 15 minut k
michanému roztoku tetraminu mddnatého, pFi¥em¥ vznikne gvétlemodry komplex soli
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jednomocné m&di. Za chlazeni ledem, mohutného michdni a pod dusikem se nyni p¥i 12 aZ
15 °C pFikape b&hem 1,5 hodiny ochlazeny roztok diazoniové soli (kapaci ndlevka je
opat¥ens zavdd&ei trubkou, kterd ohnutim ve tvaru U dosshuje pod povrch roztoku soli
médi). Po ukondeném pFiddvdni se michd jeSt& jednu hodinmu, potom se reakdni roztok
vyt¥epe s 4 x 200 ml eteru. Spojené eterické roztoky se prot¥epou 3 x 50 ml 25%nfho
sodného loubu, 2 x 100 ml'vody, 3 x 100 ml 2N kyseliny solné a 2 x 100 ml vody. Ziskd
se 55,4 g azoslouleniny ve form& Serveného oleje. Chromatografické délenf na k¥emeli-
ng (vySka ndplng 100 cm, primdr sloupce 4,8 cm) se smdsi chloroformu s ligroinem

1 : 4 (mnoZstvi k¥emeliny 1,5 kg, primsr 0,063 a¥ 0,2 mm) ddv4 33,7 g 8istého 2,2 ~
~-dimetyl-6,6 "~dietylazobenzenu ve form& Zerveného oleje. Tento se rozpusti v 1,6 li-
tru dietyleteru, p¥idd se 330 ml etanolu, potom roziok 135 g amoniumchloridu v 1,5
litru vody a za mohutného michdni se po 34stech pF¥idd p¥i 22 °C 300 g zinkového pra—
ohu. Po 5ti hodinovém michdni je redukce ukonena. Témd% dplnd se odddli odbarvens,
organickd fdze a vodnd vrstva se prot¥epe t¥ikrdt vZdy 250 ml eteru. Spojené eteric-
ké extrakiy se potom doplni 210 ml 3N kyseliny sirové a michaji. P¥i tom se vytvo¥ri
siran ve formé bezbarvé, nejd¥ive lepivé sraZeniny. Po p¥idavku 200 ml etanolu se
ziskd 30,5 g 3,3 -dimetyl-5,5 ~dietylbenzidinsiranu ve form$ bezbarvich krystalii.
Tento produkt se wvmese do 150 ml vrouci vody, za michdni se ochladi na teplotu migst-
nosti, doplni se 200 ml 2N louhu sodného & extrahuje se 4 x 100 ml chloroformu. Spo-
jené chloroformové extrakty se usuSi nad siranem sodnym a zghusti. Zbytek.22,5 g
svétlehnédych krystall. Tento surovy produkt se pYekrystaluje ze smdsi metanolu s
vodou. Ziskd se 23 g = 30,4 % pFibarvenfch krystald, t.t. 69 a¥ 70 °C.

Dihydrochlorid (C..H,,N, . 2HCl taje p¥L 289 a¥ 291 °C (rozklad).
18%24"2

Varianta IT

1,5 g hliniku a 0,1 g chloridu rtufného se zah¥ivd se 75 g anilinu v autokldvu na
300 °c, p¥iZemZ se hlinfk rozpusti za vjvoje vodiku. Po ochlazenf se p¥id4 92 g
o-tolidinu & 4,5 g bezvodého chloridu hlinitého. Potom se zah¥eje na teplotu 280
a% 300 °C a vtladi se etylen s tlakem 200 atm. Asi po 3 hodindch je pohlcovéni ety-
lenu ukondeno. Potom se ochladi a reakéni hmota se vyiYepe se z¥eddnym louhem sod-
nym. Z orgenické fdze se ve vakuu oddestiluje 2-etylanilin a 2,6-dietylanilin (aZ
asi 120°/10 mm).

2bytek se vicekrdte pYekrystaluje ze zF¥ed®né kyseliny solné. Z{skd se dihydrochlo-
rid 3,3 -dimetyl-5,5 -dietylbenzidinu,

.+, 288 a¥ 292 °C (rozklad).

P¥iklad 9
3,3°, 5,5 -tetraisopropylbenzidin

Roztok 100 g 2,6-diisopropylanilinu ve 1280 ml vody & 102 ml koncentrované kyseliny
solné (d = 1,18) se zah#ivd na 90 °C a potom se rychle p¥ikape k 97 °C horkému roz-
‘toku, sestdvajicimu z hexskyanoZelezitanu draselného v 5100 ml vody a 143 g hydroxi-
du sodného. V disledku vzniklé volné kyseliny kyanovodikové se pracuje za pouZiti
dob¥e odtahujiciho odtehu. Vznikld Servend zbarvend suspense se michd jedtd 15 mimut,
ochladi se a vyt¥epe 6 x 300 ml eteru. Eterické extrakty se usu3fi nad siranem sodnym,
odsaji a zahusti., Ziskd se 97 g azosloudeniny ve formé Serveného oleje. Chromatogra-
fické déleni na k¥emelinovém sloupel (vySka ndpln& 110 cm, primér sloupce 8 cm)
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ge sm&si chloroformu g ligroinem 1 : 4 (mnoZstvi k¥emeliny 1,5 kg, primér 0,05 a% 0,2
mm) poskytne 32,45 g cihlovd dervenych krystall. T.%. 134 a¥ 136 °c.

Azosloudenina se rozpusti v 500 ml ledové kyéeliny octové, p#idd se 150 g prachového
zinku a 30 minut se zah¥ivd za michdni pod zp&tnym tokem. Potom se odsaje phebytedny
zinkovy prdSek a rozpouStddlo se ve vakuu zahusti, Z{skd se 17,5 g bezbarvych krysta-
14, tyto se smichdvaji se 150 ml vody, p¥idd se 150 ml 2N louhu sodného a prot¥epe se
t¥ikrdt v¥dy se 150-ml chloroformu. P¥i tom se ziskd 12,4 g surového 3,3°, 5,5 -tetra-
isopropylbenzidinu; tento se doplni 90 ml acetanhydridu, krdtce se pova¥i a p¥ebyted-
ny acetanhydrid se odpa¥i na rotatnim odpa¥ovadi. Zbytek se rozpusti ve 20 ml isopro-
panolu, p¥idd se 180 ml ligroinu a vzniklé krystaly se odsaji. Ziskand N,N'-diace~
tylsloudenina se jeSt& jednou piekrystaluje ze smési isopropanolu s ligroinem 2 3 1,
Izoluje se 7,6 g bezbarvych krystall, t.t. 366 °C. Tyto se pro od3tépeni{ N-acetyl-
skupin zah¥ivaji ve smési, sestdvajici ze 180 ml ledové kyseliny octové a 50 ml kon~
centrované kyseliny solné v autokldvu 6 hodin ma 130 a% 140 °c,

Potom se reakdni roztok zahusti, zbytek se doplni 200 ml 2N sodného a uvolndnd bdze
gse extrahuje 4 x 50 ml chloroformu, Chloroformové extrakty se ususi nad siranem sod-
nym, odsaji a zahusti. P¥i tom se ziskd 3,3°, 5,5 ~tetraisopropylbenzidin ve form§
nahnédlého oleje.

v

Vytd¥ek 5,6 £ (mol. vdha 352). :

Dihydrochlorid (024H36N2 . 2HCL) taje p¥i 263 a% 265 °C (rozklad).

PREDMEY vYNLLEZU

Rychlotesty pro dlkaz a stanoveni peroxidu vodiku a lédtek, reagujicich za tvorby pe~
roxidu vodiku nebo peroxidicky d8innych ldtek, sestdvajici z nasdkavého noside
nabobindvajiciho filmu ze syntetické hmoty, impregnovaného impregna&nim roztokem,
ktery na 100 ml obsahuje 0,01 aZ 0,5 g peroxiddzy, pop¥ipadd 0,1 a% 2 g hydropero-
xidu, do 20 g pufru, nap¥iklad citrdtového nebo morfolinethansulfonového, do 5 g smd-
dedla, nap¥iklad dioktylnatriumsulfojantaranu, lauroylsarkosinu, polyoxyethylensor-
bitanmonolauratu, do 15 g aktivdtoru nap¥iklad 2,5-dimethylhexan-2,5-dihydroperoxidu
a 0,1 aZ 1 g chromogenu, vyznadujici se tim, Ze jako U¥inmou chromogenni 1litku obsa-
huii 3,3°, 5,5 -tetraslkylbenzidin obecného vzorce I.

//

v s

ve kterém R, Rz; Ry a R4 Jsou stejné nebo rizné a znamenaji niZ3i alkylové skupiny
s 1 aZ 6 atomy uhliku, s vyhodou 1 a% 4 atomy uhliku a p¥imym nebo rozvétvenym Ye~
tézcem.
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