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Pfedm&tem jsou diagnostické prouiky pro
stanoveni mno¥stv{ peroxidu vodfku v moli,
urdené pro vyu¥itf v léka¥stvi. Podle vyné-
lezu prouZky navic proti znédmému stavu ob-
sahuji pyrazolon obecného vzorce I
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s p&ti radik&ly, z nich% prvni dva jsou
alkyly o podtu uhlikd 1 aZ 6 nebo vodik a
zbyvajfci t¥i jsou stejné nebo rozdilné
substituenty jako vodfk, halogen, nitro-
skupina, sulfoskupina nebo fenoxyskupina.
P¥i zachovdni barevnych vlastnosti tak
dochéz{i ke snifeni citlivosti reakce tak,
¥e proufky reaguji na mnoZstvi peroxidu
vod{ku a¥ do urdité hranice koncentraci. 17
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Pfedm&tem vyndlezu jsou diagnostické proufky ke stanovenf diagnosticky v§znamnych sou-
&4st{ biologickych kapalin, které pomoci vhodnych pomocnych reakci generujf peroxid vodiku.

V klinicko-biochemické laboratorni{ diagnostice je velmi &asto pot¥eba stanovit peroxid
vodiku vznikly in situ p¥i n¥kterych enzymovych reakcfch. Je tomu tak nap¥fklad p¥i stanoveni
glukosy nebo kyseliny mo&ové v biologick§ch kapalindch, jako nap¥fklad v mo&i nebo krvi;
glukosa nebo kyselina mo&ov4 se pfi tomto stanoveni p¥evdd&jf pomoci specifickych enzymi,
oxidoreduktas, na své oxida¥ni produkty, kyselinu glukonovou, p¥{padn& allatonin, za soulas-
ného vzniku ekvivalentnfiho mnoZstvi peroxidu vodiku. Pomoci dal3{ specifické reakte se takto
vznikly peroxid vodiku stanovi tak, Ze za p¥fitomnosti vhodného katalyzdtoru nejast&ji enzy-
mu peroxidasy, oxiduje bezbarvy chromogen na barvivo, jeho# mnoZstvi - dm&rné mnofstvi per=-
oxidu vodiku - se pak zjisti podle intenzity vzniklého zbarveni. Obdobnym zpGsobem, i kdyZ
s poufitim pon&kud slofit¥jSfch pomocnych reakci, lze stanovit nap¥. i cholesterol nebo tri-
glyceridy.

Druh a vlastnosti chromogenu, poufivaného pro tato stanoveni jsou obzvla¥t& dileZité
u tzv. diagnostickych prouZkd, u nichf veskerd &inidla pot¥ebnd pro prib&h uvedenych pomoc-
ngch enzymovych reakci i koncové barevné reakce jsou obsaZena v pevné f&zi ne vhodném nasé-
kavém nosiéi.

V minulosti byly pro tento Gfel uffvAny prakticky vyluén& chromogeny benzidinového typu,
jako o-toluidin, 2,7-diaminofluoren nebo 3,3',5,5'~tetrametylbenzidin. V posledni dob& jsou
v3ak tyto chromogeny nahrazovény vhodn&j$im chromogennim systémem, zaloZenym na tzv. Trinde-
rové reakci, tj. na oxida&nif kopulaci vhodné nukleofilnf organické sloudeniny jako aktivni
barvotvorné komponenty s vhodnou pasivni barvotvornou komponentou za vzniku intenzivn& zbar-
veného chinoniminového nebo diazamerocyaninového barviva.

Jako aktivni komponenty jsou pro tento Gel pouZffvdny vesm&s aminoslouleniny, z nichZ
se nejlépe osvEd&ily aromatické nebo heterocyklické aminy se Sestidlennym kruhem (viz DOS
3 032 421 a NDR patent 135 243) nebo 4-aminoantipyrin a/nebo heterocyklické hydrazony, jako
nap¥{klad 3-methyl-2-benzthiazolinon-hydrazon (viz US patent 4 427 770; 4 119 405 nebo &s.

Jako pasivni barvotvorné kopula&ni komponenty byly pak pouZity r(zné aromatické aminy
(viz Clin. Chem. 17, 1 154 (1971), Clin. Chem. 18, 943 (1972) nebo DOS 3 124 594), substitu-
ované fenoly pop¥ipadé€ naftoly (Ann. Clin. Biochem. 6, 24 (1969); US patent 4 119 504; US
patent 4 427 770; DOS 2 744 812; DOS 3 000 380; DOS 2 838 877; NDR patent 135 243), substi~
tuovany 8-hydroxychinolin, obecn& zndmy pod ndzvem primachin-difosfét (DOS 2 855 433) nebo
substituované 5-pyrazolony (DOS 3 032 421).

Diagnostické prouZky, jejich%Z barevnd odezva na peroxid vodiku, pop¥fpad® na l4tky,
které tento peroxid vodiku v prib&hu vhodné pomocné enzymové reakce generuji, je zaloZena na
tomto chromogennim systému, vynikaj{ vybornymi vlastnostmi: nap¥. glukosu v moli lze pomoci
t&chto prouZkd stanovit v extrémné Sirokém rozmezi od mirn& zvySenych glykosurif od 0,35 aZ
0,50 g/1 glukosy a¥ po neobyfejné& vysoké patologické hodnoty, p¥esahujici 30 a% 50 g/1.
Obdobn& se tyto prou¥ky osv&d&uji i pro vySetfovadni séra nebo krve, kde je moZné pomoci
nich stanovit s pom&rné& vysokou p¥esnostf obsah glukosy od hypoglykémii v rozsahu 0,20 aZ
0,40 g/1 glukosy a%f po, pomérn& t&%ké hyperglykémie, p¥i nichZ koncentrace glukosy v séru
dosahuje a% 8,0 g/l a vice.

V n&kterych p¥ipadech je v3ak #4douci, aby tyto proufky indikovaly pouze koncentrace
glukosy, zvySené nad ur&itou hranici. Je to zejména u prouZkit, obsahujfcfch dv& indikaé&ni
zony, z nichZ pomoci prvé je mofno stanovit niZ3{ koncentraci glukosy nap¥. do 1,1 g/l (coZ
je horni hranice tzv. normdlni hodnoty), pomoc{ druhé pak koncentrace leZici nad touto hod-
notou. P¥i tom je vfhodné pou%it pro niZ3{ koncentra&ni rozsah zdénu s chromogenem benzidino-
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pis takovychto dvouzdnovych pruZki a vyhody jejich pouZiti jsou uvedeny nap¥iklad v ji% cito-
vaném US patentu 4 427 770.

Chromogenni systémy na bézi oxida&ni kopulace uvedené vy3e vSak pro tento tdel nejsou
zcela vhodné, nebot dik své pomdrn& vysoké citlivosti indikujf p¥ftomnost a mno¥stvi glukosy
jiZz od jejfch velmi nizkych koncentraci, coZ oviem p¥i poufiti na téchto dvouzdnovych prouZ-
cfch neni %4doucf. Obdobné& vZak i nap¥. u prouZkl pro stanoveni glukosy v mo&i indikuji
prouZky s timto chromogennim systémem i nejniZ3{ nadfyziologické vyludovdni glukosy nadm&rnd
intenzivn{ pozitivni reakci, coZ n&kdy znesnadiuje p¥esné&j¥i diferenciaci pozitivnich nilezd
v oblasti 0,35 a% 1,0 g/l glukosy, kterid je ovZem z hlediska diagnostického velmi ddleZité.
Bylo proto t¥eba vyvinout diagnostické proufky, u nichZ by p¥i zachovdn{ vynikajicich barev-
nych vlastnostl uvedeného chromogenniho systému byla citlivost reakce snifena tak, aby prouZ-
ky reagovaly prvni z¥eteln& pozitivni reakci{ na mnoZstvi peroxidu vodiku - a tim tedy na
mno¥stvi l4tky tento peroxid generujici{ - teprve od ur&ité hranice koncentraci.

Tento Ukol se poda¥ilo vyfe3it p¥edloZenym vyndlezem, jehoZ pFedm&tem jsou diagnostické
prouZky ke stanoveni soul&sti biologickych kapalin obsahujici{ chromogenni systém na bazi
oxidaén{ kopulace aromatického nebo heterocyklického aminu s fenolem, naftolem nebo 1,3-di-
substituovanym 5-pyrazolonem, vyzna&ené tim, Ze obsahuji{ pyrazolon obecného vzorce I N

Ri—=T—R,

oW
Ry (1)
Rg
Rg

v ném% Ry je alkyl o po&tu uhlikd 1 aZ 6, R, je vodik nebo alkyl o po&tu uhliki 1 aZ% 6 a Ry
aZ R5 jsou stejné nebo rozdilné substituenty jako vodik, halogen, nitroskupina, sulfoskupina

nebo fenoxyskupina.

Tento novy chromogenni systém vynik4 proti dosud znémym systémim tim, Ze pomoci pyra-
zolonu I je mo¥né libovoln& regulovat spodni hranici citlivosti prouZkd vzhledem k mnoZstvi
pivodniho analytu, p¥i jehof enzymové transformaci vznik& peroxid vodiku. Tato skute&nost
je ddna pravd&podobné tim, Ze v tomto novém systému dochdzi p¥ednostn& k oxida¢ni kopulaci
aktivni kopula&ni komponenty s pyrazolonem I za vzniku bezbarvého produktu. Teprve po spotie-
bovdni{ veskerého pyrazolonu I, coZ odpovidé-spotfebovéni ekvivalentni &4sti peroxidu vodiku,
dojde k reakci aktivni kopula&ni komponenty s vlastni barvotvornou komponentou, tj. aroma-
tickym nebo heterocyklickym aminem, fenolem, naftolem nebo 5-pyrazolonem, majicim vZak - na
rozdil od pyrazolonu I - volhou, nesubstituovanou methylenovou skupinu v poloze 4.

7 uvedeného nédstinu p¥edpoklddanych pochodd, které probihaji p¥i pozitivni reakci v chro-
mogennim systému prouikd podle vyndlezu, vyplyvaji i potfebné vzdjemné pom&ry jednotlivych
slofek. Pom&r aktivni a pasivni barvotvorné komponenty neni kriticky a miiZe se pohybovat
v pomérn& #irokych mezich od prebytku komponenty aktivni aZ po pom&rné vysoky pfebytek kom-
ponenty pasfivni. U v&tSiny proufkd se v8ak z hlediska vyt&Zku oxida&ni kopulace a z toko
vyplyvajicich barevnych vlastnosti prouZkt ukdzal vyhodnym stechiometricky pom&r obou t&chto
sloZek a¥ do zhruba trojndsobného moldrniho ptebytku pasivni kopulaéni komponenty. MoZnost
pouZit{ aktivni a pasivni kopula&ni komponenty v prakticky zcela libovolnych moldrnich pomé&-
rech vyplyvé konend i z popisu vySe citovanych vyndlezi@, jako nap¥iklad z americkych patent-
nich spisG 4 119 405 a 4 427 770 nebo DOS 3 032 421.

MnoZstvi pyrazolonu I (ktery lze z hlediska p¥edpoklddaného mechanismu jeho G&inku
oznadit za bezbarvou pasivni kopula&ni komponentu) pouZitého na prouZcich podle vyndlezu se
¥{d{ hranic{ koncentrace peroxidu vodfku (p¥ipadnd l&tky, kterd tento peroxid v prib&hu p¥i-
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slu3né pomocné reakce generuje), pfi ni% maji prouZky poskytovat prvni{ pozitivnfi reakci.
Toto mnoZfstvi pyrazolonu I, p¥ipadn& jeho moldrni pom&r nap¥fklad k barvotvorné pasfvn{ kom-
ponentd je zdvisly jak na substituentech R1 aZ RS v pyrazolonu I, tak i na pouZité kombinaci
aktivni a pasfvni barvotvorné komponenty a-hlavn& na biologické kapalin&, k jejfmu? vyZet¥o-.
vani jsou prouZky urdeny.

Tak napfiklad u prouZkll pro stanoveni glukosy v moli, které jako chromogenni systém
obsahuji kombina¢i 4-aminoantipyrinu s l-fenyl-3-methyl-5-pyrazolon a jako pyrazolon I 1-(4-
~sulfofenyl)-3,4~dimethyl-5-pyrazolon, a u nichZ je nutné potla&it pozitivni reakeci do kon=-
centrace glukosy 0,20 g/l a zeslabit pozitivni reakci pro koncentrace glukosy 0,30 aZ 0,50 g/1,
je nutné pou¥it pom&rn& vysoké mnoZstvi pyrazolonu I, vyjédd¥ené molédrnim pomérem k l-fenyl=-
-3-methyl-5-pyrazolonu 1 ku 5.

U proufkd pro stanovenf{ glukosy v kapildrni karvi, obsahujficich chromogenni systém
4-aminoantipyrin s 1—(sulfofenyl)—3—methy1-5-pyrazolénem a jako pyrazolon I 1-(4-sulfofenyl)-
-3-methyl-4-butyl-5-pyrazolon, u nichZ je t¥eba potladit pozitivni reakeci aZ do koncentrace
glukosy 1,0 a¥ 1,1 g/1, vBak postaluje moldrn{ pom&r obou sloZek pouze 1 ku 100 a% 1 ku 140.
Obecn& se tudi%f pyrazolon I pouZivéd v diagnostickych prouZcich podle vynélezu v mnoZstvi
definovaném pom&rem k pasivn{ barvotvorné komponent& 1 ku 2,5 a% 1 ku 250, p¥iemf u prouZkd
pro stanoveni glukosy v modi &ini tento pom&r s vyhodou 1 ku 2,5 a%¥ 1 ku 25, u prouZkid pro
stanoven! glukosy v krvni nebo séru s v¢hodou 1 ku 50 a% 1 ku 150.

Je samoz¥ejmé, e vedle uvedeného chromogenniho systému a pyrazolonu I obsahuji prouZky
podle yyndlezu Fadu dalSich l4tek a &inidel, pot¥ebnych pro Z&douci prib&h celé indika&ni
reakce. U prouZkd pro stanoveni glukosy, kyseliny mo&ové, cholesterolu nebo triglyceridd
jsou to v prvé ¥ad& specifické enzymy, za jejich%Z p¥ftomnosti jsou tyto souddsti biologickych
kapalin transformovédny za soudasného vzniku peroxidu vodiku. P¥i stanoveni glukosy a kyseliny
modové jsou to pouze p¥isluiné oxidoreduktasy - glukosaoxidasa nebo urikasa. Pro stanoveni
cholesterolu nebo triglyceridd vdak prouiky obsahujf - vedle p¥islu3né oxidoreduktésy -
jesté i daléi'enzymy, potfebné pro transformaci stanovované latky na produkt, p¥istupny ko-
ne¥né oxidasové reakci. Tyto enzymy jsou obecn& znédmé a ji%¥ pom&rn& dlouhou dobu pouZivané
v klinicko~biochemické analytice. Popis takov§chto sloZit&jSich enzymovych systémi lze nalézt
napfiklad v americkém patentnim spise 3 983 005 nebo v DOS 2 512 586 a 2 737 286.

vlastnf oxida&n{ kopulace obou barvotvornych komponent i kopulace aktivnf komponenty
s pyrazolonem I pisobenim peroxidu vodiku probihd zna¥n& pomalu. Urychleni £éto reakce lze
" doséhnout celou ¥adou vhodnych katalyzdtori, z nichZ se v3ak v praxi nejlépe osv&dfil enzym
peroxidasa, kterd tvo¥{ také nezbytnou souldst prouZkd podle vyndlezu.

Vedle té&chto hlavnich slofek mohou vBak proufky podle vyndlezu s vyhodou obsahovat
jesZt& ¥adu dalffch pomocnych ldtek vytva¥ejfcich vhodné podminky pro prib&h vSech reakei,
které p¥i stanoven{ p¥isludné souddsti biologickych kapalin na proufku probihajf. V prvé ¥add
je to tlumi&, jeho% Udkolem je nejen vytvafet optimdlni pH pro vSechny vySe popsané enzymové
reakce, ale i pro vlastni koncovou barevnou reakci, tj. oxida&ni kopulaci barvotvorngych
slo¥ek chromogenniho systému. Pro tento Gfel mife byt pouZit jakykoliv z obecn& znamych a
pro tento tdel b&%n& uiivanﬁcﬁsneinterferujicich tlumi&d o pH 4,0 aZ 9,0, jako jsou nap¥i-
klad tlumide citrdtové, malondtové, fosfatové, tlumile na bézi tris(hydroxymethyl)-amino-
methanu a podobné&.

3 Dal8{ d&innou sloZkou prouZkid éodle vyndlezu mohou byt s vyhodou tzv. zahuitovadla, coZ
jsou p¥irozené nebo syntetické polymerni latky, jako nap¥iklad Zelatina, karagenan, algindt,
polyvinylpyrrolidon, polyvinylalkohol, kopolymer maleinanhydridu s methylvinyléterem, étery
nebo estery celuldzy nebo . jejich sm&si. Tato zahu3tovadla cely reak&ni systém prouZkd stabi-
lizuj{ a vedle toho majif i pozitivni vliv na zvyrazn&ni barevné reakce prouZkd p¥i pozitivni
reakei. ’
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Déle je vyhodné, jestliZ?e prouZky obsahuji i vhodnd smifedla, jako nap¥iklad lauryl-
sulfdt, dioktylsulfojantaran nebo polyethylenglykol, které zvySujf{ smid¥ivost prouZkl a usnad-
nuji tak proniknut{ vydet¥ované kapaliny k &inidldm a tfm urychlujf pribdh reakce prouZki.
Navic pfispivaji tyto latky i ke zvySeni Cistoty odstinu a brilance zabarveni vzniklého p¥i

pozitivni reakei prouZki.

vV n&kterych pfipadech je vfhodné, jestliZe prouZky obsahuji jest& také vhodné indife-
rentni barvivo, které koriguje vysledny barevny odstin proulkd p¥i pozitivni reakci a zvyraz-
nuje rozdil v intenzit& zabarveni{ p¥i reakci prouZkl s rozdilnymi kocentracemi peroxidu
vodiku, p¥ipadn& vgchoziho analytu, z n&ho%¥ tento peroxid vznikl. I kdyZ zésadné& lze pro
tento Gdel pouZit nejruzn&js{ barviva, ve v&t3in& p¥ipadd se nejlépe osv&ddujf barviva flutd,
jako nap¥fklad tartrazin, fluorescein nebo kyselina pikrové.

Diagnostické prouZfky podle tohoto vyndlezu se p¥ipravuji o sob& zndmym a pro p¥ipravu
diagnostickych prouZk@i obecné& pouZivanym zplsobem spolivajicim v tom, Ze se v3echny vyle
uvedené sloZfky rozpust{ ve vhodnych rozpoust&dlech jangnapfiklad ve vodé, alkoholu, acetonu
a tento tzv. impregna&ni roztok se nanese na nasdkavou podloZku, jako je filtradni papir nebo
rouno ze syntetickych vldken a vysuSi.

V ndkterych p¥ipadech je pak vyhodné &4st uvedenych souldsti rozpustit v jednom roztoku
a %4st pak odd&lend na druhy impregna&ni roztok a tyto roztoky nanést na nasdkavy nosi& po-
stupn&, pfifemf po kaZdé této impregnaci se nosi& diikladn® vysu¥f, nap¥iklad proudem horkého
vzduchu. Tento zplsob p¥ipravy diagnostickych prouZkil je bliZe popsdn v niZfe uvedengch p¥i-
kladech provedeni vyndlezu. Je v3ak moZné také vSechny vySe uvedené sloZky inkorporovat do
vhodné polymerni vrstvy, kter4 se pak ve form& tenkého filmu nanese na podlofku z plastické
hmoty, jak popisuje nap¥fklad americky patent 3 630 957. Tuto polymerni vrstvu s chromogennim
systémem podle vyndlezu lze vedle toho pouZit i jako reak&nf vrstvu v tzv. integrdlnim ana-

lytickém elementu popsaném podrobn& nap¥iklad v americkém patentu 3 992 158.

Proti d¥five zndmym Fe¥enim jsou proufky podle tohoto vynélezu charakteristické tim, Ze
poufitim vhodného mno¥stvi pyrazolonu I v jejich reak®nim systému je moZné podle potfeby
m&nit hranici jejich citlivosti vi&i peroxidu vodiku a tim va&i stanovované soudédsti vyset¥o-
vané biologické kapaliny. Tato pf¥ednost proufkd podle vyndlezu se uplatiuje ve vSech p¥ipa-
dech, kdy je t¥eba zachytit stanovovanou-sou&dst biologické kapaliny teprve od jisté koncent-
race, jako je nap¥fklad horn{ hranice tzv. normdlni hodnoty.

p¥iklad 1

Prou¥ky ke stanoveni glukosy v mod&i

Impregna&ni roztok A

citrdtovy tlumi& o pH 5,3 62,00 ml
%felatina, 1,5% vodny roztok 33,00 ml
glukosaoxidasa, 24 U/mg ) 1,65 g
peroxidasa, 100 U/mg, 1,8% vodny roztok 4,85 ml

Impregnaéni roztok B

metanol 27,00 ml

voda destilovand 20,30 ml
1-fenyl-3-methyl-5-pyrazolon 1,45 g
1-(4~-sulfofenyl) -3, 4-dimethyl-5-pyrazolon ’ 0,41 g
4-aminoantipyrin 6,62 g
o~dianisidin 0,62 g
polyvinylpyrrolidon K 90, 5% yodhy roztok . 20,30 ml

laurylsulfét sodny 0,41 g
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hydroxypropylceluldza, 2% vodny roztok ve smé&si
metanol-voda 1 ku 1 30,00 ml
tartrazin, 1% vodny roztok 2,40 ml

Oba impregnadni roztoky se pEipravi oddélen& smichédnim, popfipadé rozpuit&nim viech
slofek v uvedeném poradi. Na filtra¥ni papir o plosné hmotnosti 180 g/m2 se nanese impregnad-
ni{ roztok A a papir se dokonale vysuii proudem teplého vzduchu. Na tento papir se pak nanese
impregna&nf{ roztok B a vysuSf{ stejnym zpldsobem. VysuSeny papi{r se poté roz¥eZe na &tverelky
o rozméru 6x6 mm a nalep{ - napfiklad pomoci oboustranné samolepici pasky - na podloZku
z bflé plastické hmoty. Ve srovndni s proufky pYipravenymi stejnym zplisobem, av3ak bez
1-(4-sulfofenyl)-3,4~-dimethyl-5-pyrazolonu, poskytuji proufky podle tohoto vyndlezu vizudlné&
podstatnd lépe rozliZitelné zbarvenf v oblasti nejni%Zfch patologickych koncentrac{ glukosy
v mo&i (0,35 a% 1,0 g/1), i silndjsfch glykosurii{ (10 a% 30 g/l). Vedle toho jsou tyto prouZ-
ky i stabiln&jsf vi&i vzduiné vlhkosti.

Pp¥ifklad 2

Prou?ky ke stanoveni glukosy v kapildrn{ krvi
Impregna&ni roztok A

citrdtovy tlumid o pH 5,3 58,20 ml
¢elatina, 1,5% vodny roztok 38,80 ml
glukosaoxidasa, 20 U/mg 4,20 g
peroxidasa, 100 U/mg, 1,8% vodny roztok 3,20 ml

Impregnaéni roztok B

metanol 65,00 ml
voda destilovand 32,60 ml
1-(4-sulfofenyl) -3-methyl-5~pyrazolon 2,90 g
1—feny1-3—methy1-4-butyl-5-pyrazolon 0,15 g
4~-aminoantipyrin 0,80 g
tartrazin, 1% vodny roztok 2,30 ml
dioktylsulfojantaran sodny, 3% roztok v etanolu 14,00 ml

Impregna&ni roztok C

etanol 33,00 ml

toluen 29,00 ml
dichlormetan 19,00 ml
metanol 19,00 ml
methylhydroxypropylceluldza 2,30 g
ethylceluléza 1,20 g
polyvinylbutyral B 20 H i 1,70 g

Jednotlivé impregnadnf roztoky se nanesou postupnd na filtra®ni papir o plofné hmotnosti
180 g/m2 tak, aby papir byl roztokem prdv& nasycen. Po nanesenf{ kafdého roztoku se papir
dikladn& vysu3{ proudem horkého vzduchu. Posledni impregnace, provedené pomoci impregnaéniho
roztoku C, slouff k vytvofeni semipermeabilni membrény, kterd zadrZ{ na svém povrchu krevni
elementy a propustf k reak®nimu systému prouZkl pouze krevni plasmu, p¥ipadn& sérum.

Takto naimpregnovany papir se zpracuje na kone&né proufkxy zplsobem popsanym v pY¥ikla-

‘du 1. Po nakdpnuti kapky krve na &tverelek naimpregnovaného papiru (reak®ni zdnu prouZkl} se

po 60 s odstrani krevni elementy otfenim ovlh&enou buni&itou vatou a vzniklé &ervené zbar-
veni reakéni zéﬁy. které je Gmdrné koncentraci glukosy ve vySet¥ované krvi, se vyhodnoti bud
vizudln& srovndnim se zkusmo zhotcoVéimsu barevnou srovnévacf stupnici, nebo zmd¥enim reflek-
tance pEi vlinové délce 495 nm na vhodném reflexnim fotometru. Tyto prouZiky slouzi ke stano-
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ven{ glukosy v kapildrni krvi v rozmez{ koncentracf od 1,20 g do 8,0 g/l; reak®n{ zdénu p¥i-
pravenou popsanym zplsobem je vhodné pouZit na dvouzdnovém prouZku v kombinaci se zonou urde-
nou pro stanoveni glukosy v rozmezf 0,20 a% 1,2 g/1, jak popisuje americky patent 4 427 770.

JestliZe se v impregnaénim roztoku B nahradf 1-fenyl-3-methyl-4-butyl-5-pyrazolon stej-
ngm mno¥stvim 1-(2~-chlor-4-sulfofenyl)~3,4-diethyl-5-pyrazolonu, ziskaji se prouZky prakticky
stejnych viastnosti.

PREDMET VYNALEZU
Diagnostické prouZfky ke stanoveni souldstf biologickych kapalin obsahujici chromogenni

systém na bdzi oxida®ni kopulace aromatického nebo heterocyklického aminu s fenolem, naftolem

nebo 1,3-disubstituovanym 5-pyrazolonem, vyznafené tim, %e obsahuji pyrazolon I obecného

vzorce
R1 — Rz
NH
o
Ry
Rg
Ry

v némz Ry je alkyl o poltu uhlikd 1 aZ 6, R, je vodik nebo alkyl o po&tu uhlikd 1 a% 6, a R,
a¥ Rg jsou stejné nebo rozdilné substituenty jako vodfk, halogen, nitroskupina, sulfoskupina

nebo fenoxyskupina.
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