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(54) Analytické dinidlo pro stanoveni substrdtd

oxidaéni kopulaci

KeSeni se tykd analytického &inidla
pro stanoveni substrdtd oxidadni kopulaci
obsahujicich pufr, kopuladni sloZky a
enzymy, které podle vyndlezu obsahuje re-
dukujici ldtky v urditém-mnoistvi v pomdru
k roztoku kompletnfho analytického Zinidla.
Oproti soudasné pouZivanym &inidlim uvede-
né §inidlo potladuje vliv pozitivné inter-
ferujicich ldtek.
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Vynélez'se tykd snalytického &inidla pre stanoveni sub-
strdtd oxidadni kopulaci potladujici vliv pozitivné interferu-
jicich létek a zplsob jeho p¥ipravy.

Analytické systémy zeloZené na oxida¥ni kopulaci jsou
v soulasné dob¥ ¥iroce vyuZivany pro stenoveni létek, které se
vliiverm specificky pusobicich enzymi oxiduji kyslikem za vzniku
oxide&nich produktd a peroxidu vodiku. Peroxid vodfku se vyuZi-
vé v dal3f reek¥ni sekvenci k oxida¥nf kopulaci katalyzovené
nejlast®ji enzymem peroxidesou a vzniklé zbarveni se m&F{ foto~
metricky. Jako kopula¥ni sloZky se obvykle pouZivaji 4~sminoan-
tipyrin, s rizoymi fenoly nebo 3-methyl-2-benzothiazolinon hydre-
zon s aromatickymi eminy. Timto postupem jsou nepifiklad stanovo-
vény glukosa, cholesterol, kyselina mo&ovd, triacylglyceroly
a dal3f létky, Oxidace glukosy je katalysovéna enzymem glukosa-
swoxidasou, oxidace kyseliny mo&ové enzymem urikasou, oxidace cho=-
lesterolu enzymem cholesteroloxidasou.

Zatimco prvéd reakdni sekvence vyuZivajici enzymi specific=-
ky katalysujic{ oxidaci enalytu, ktery je soulasn& pro deny en=
zym substrdtem, je specifickd, je druhé reakéni sekvence, pii
ni%¥ probihd kopulace, reakci nespecifickou. MiZe byt totiZ vyvo-
léna jek peroxidem vodiku vznikajicim v prvé reskdni sekvenci,
tek i jinymi peroxosloulenineami nebo dal3fmi létkemi, které mo-
hou samy pisobit oxida&n&, nebo jeko katalysdtory kopulace p¥i-
mo na vzdu¥ny kyslik.

Prib&h oxidedni kopulace je vyrazn& ruden prekticky vétZi-
nou redukujicich ldtek, které sniZujf obsah peroxide vodiku
vzniklého prvou reak¥ni sekvenc{, a tim negativn& ovlivauji
snelyzu. Je zndmo, Ze tyto analysy Jjsou ruSeny kyselinami askor-
bovou, gentisovou, modovou a daldfmi redukujicimi ldtkemi pFi=
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tomnymi nepriklad v biologickém materidlu. Nékiterd z redukove-
del jsou dokonce schopnd odbarvovat vzniklé barvivo.

Bylo zji3téno, Ze zejména n&které chemikdlie, jako jsou
pufry a detergenty, které jsou pouZivény v &inidlech pro stano-
venf oxidadni kppulaci, obsahuji létky vyvolévejici kopuladni
reekce i bez pfitomnosti stanoveného anslytu. Tim nespecifickym
zptisobem naristd absorbance resekéni smé&si, m&ni se soulasné cit-
livost stanoveni, jeho pfesnost a sprdvnosti a u metod vyuZiveji-
cich kinetické zplsoby méPeni se méni poddtedni rychlost nekonto=-
lovatelnym zpdsobem. : '

Uvedené interference lze &dstelnd potladit napfiklad Vybéw
rem chemikdlii bez interferujicich ldédtek, nebo chemikdlie spe-
cidln& &istit. V obou pripadech naristsji prudce ndklady ns ana-
lysu. Nékteri vyrobei diegnostik vol{ ke korigovédni uvedenych po=
zitivaich interferenci projevujicich se 2vy§ovénim nespe~
cifické absorbance samostného &inidla jiny postup. Napiiklad do
reskéniho systému pro stenoveni glukosy piiddveji predem stanovo=~
vany analyt, v tomto pFipadé& glukosu, ktery zvysuje poldtelni ab=
sorbaenci &inidle na definovenou hodnotu, &im%¥ se zddnlivé& potle=
81 nespecificky vliv ru3ivych ldtek. Toto IeZeni mé& ale nékolik

nevyhod. Jednou z nich je vy38f po¥dtedni hodnota sbsorbance komplet=

niho &inidla. Obecnym poZedavkem kledenym na anealytické metody tow
ti% Jje, aby hodnota slepého pokusu byle co nejniZif., Mimo to mé
vznik zbarveni v &inidle nep¥{znivy vliv na jeho stebilitu. V pre
vém pPibliZeni lze Fici, Ze &im intenzivnijsi je poldtedni zbare
ven{ %inidla, t{m mén& je stdlé. Z uvedeného rozboru dosavadnich
nedostatkd analytickych systémi zaloZenych na oxida&ni kopulaci
plyne, Z¥e poddtedni{ intenzivni zbarveni &inidel nep#fznivé& ovliive
nuje jejich vlastnosti i vlastnosti analytické metody.

Nynf{ bylo s prekvapenim zjisté&no, Ze tyto neZddouci pozitive
ni interference projevujici se intenziwynim zbarvenim, lze potlaw
%it pomoci nékterych 1ldtek jinsk obecné& rusicich pi#i stanoveni
s oxidadni kopulaci, pokud jsou k snalytickému systému pFridény
specifickym zplsobem a v udzce vymezeném koncentrainim intervalu.

Pfedm&tem vyndlezu je sloZeni snalytického &inidla pro stano=-
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veni substrdid oxida&ni kopulaci obsshujicf pufr, kopuladni
sloZky a enzymy, jehoZ podstata spodivd v tom, Ze obsshuje
redukujici létky, napPfikled kyselinu askorbovou, sifiditan,
cystein nebo hydroxylamin v mnoZstvi 1 aZ SOO/umol/l, vztaZeno
na roztok kompletnfiho analytického &inidla.

Redukujici ld4tka se pridd k jednotlivym ¢&inidldm neb o sloZ~
kém analytického systému nebo k jeho kombinascim pred tim, neZ
miZe dojit ke vzniku neZddouciho zbarveni, s vyhodou pred pri=-
ddnim kopula¥nich sloZek & enzymi, a nechd se reagovat po dobu
potfebnou k cdstranéni interferujicich ldtek, s vyhodou 4 aZ 48
hodin.

SloZkeami, které nejastéji obsahuji pozitivné& interferuji—
ci latky, Jjsou pufrovaci substance, povrchové aktivni ldatky uZi-
vané jeko smaledla nebo i daldf 1létky, u nichZ se zjisti, Ze vy~
volavaji pozitivnil interferenci. Bostiedkem k potladeni pozitiv-
nich interferenci miZe byt jedna ldtka nebo kombinace n&kolika
redukujicich ldtek. K objasnéni pFedmé&tu vyndlezu jsou uvedeny
nésledujic{ priklady.

Pi{klad 1
Cinidlo pro stanoveni glukosy

K 1000 ml roztoku fosforelnanového pufru o koncentraci
0,05 8% 0,5 mol/1 a pH 6 aZ 9 se pridd kyselina askorbovéd v mnoZ-
stvi 1/umo;XI, roztok se promichd a nechd se stdt do druhého dne.
Psk se v tomto roztoku postupn& rozpusti fenol v mnoZsivi 5 aZ
10 mmol/l, 4~sminoentipyrin v mnoZstvi{ 1 a% 5 mmol/l & enzymy
glukosaoxidasa v katalytické koncentraci 83 aZ 340/ukat/1 a2 enzym
peroxidaesa v katalytické koncentraci 8 aZ 33/ukat/1.

Priklad 2
finidlo pro stanoveni cholesterolu

‘Pripravi serzpudtinim pevné pufrovaci sm&si obsshujici
0,37 mold hydrogenfosfore&nanu did#aselnéhg, 0,35 mold dihydro-
genfosforednanu draselného, 2 g neionogenniho tensidu s SOO/umolﬁ

hydroxyleminu v asi 800 ml destilované vody. Piidd se 70 ml metha=
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nolu a nechd se stdt 48 hodin ve tmé&. Pak se k roztoku pfidd

8 a8% 24mmold fenolu, 0,5 aZ 4 mmoly 4-aminoantipyrinu, 1 aZ
5 jukat cholesteroloxidasy, 0,8 a% 2/ukat peroxidasy a roztok se
doplni vodau do 1000 ml.

Pidkled 3
(inidlo pro stenoveni kyseliny modové

V destilované vod& se rozpusti 0,061 mold hydrogenfosforel-
nanu didraselného, 0,39 mold dihydrogenfosforeénanu draselného
a 8/umolﬁ cysteinu. Dopln{ se vodou do 1000 ml. Roztok se nechd
stdt 24hodin,

Podobné se rozpusti ve vod& 10 g neionogenniho tensidu, piiw=
dé ee 400 umold hydrogensiriditanu sodného, doplni se vodou do
1000 ml a nechéd se stét 24 hodin.

Oba roztoky se smicheji a v jejich smé&si se rozpusti
0,3 a% 3 mmoly 4-gminoentipyrinu, 25 aZ 50/umolﬁ ferrokyanidu
dreselného a 0,8 a% 2 mkat enzymu urikasa a 15 aZ 25/ukat enzymu
peroxidasa.

PREEDMET VYNALEZU

Analytické &inidlo pro stanovenf substrétd oxida&ni kopulaci
obsshujici pufr, kopuladni sloZky a enzymy vyznalené tim, Ze
obsahuje redukujici ldtky, nap¥iklad kyselinu askorbovou, si=-
Pi¢iten, cystein nebo hydroxylamin v mno¥stvi 1 e% 500/umol/l
vziaZeno na roztok kompletntho analytického &inidla.
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