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Cinidlo pro analytické stanoveni aldosov§ch sacharidd

Vyndlez se tykd &inidla pro analytické stanoveni aldosovych sacharidd metodou, zalo-

Zenou na kondenzaci reakéni zplodiny sacharidd pfi zahtfvéani v kyselém prostrfedi{ s aroma-
tickym aminem nebo jeho derivitem, za vzniku zbarveni roztoku, prisemZ intenzita zbarveni
je umérnad kvantu stanoveného sacharidu. v

Ku pfipravé &inidel tohoto typu byly dosud pou?ity rizné aromatické aminy a jejich
derivaty, jako anilin, p-bromanilin, o-toluidin, benzidin,.difenylamin, 2-aminodifenyl,
m-aminofenol, kyselina p-aminobenzoova a kyselina p-aminosalicylova. Reakce se provad{
bud pfimo zahtivanim roztoku sacharidu s &inidlem v kyselém prostfedi, nejéastéji.v roz-
toku kyseliny octové, nebo -~ u pentos - po pfevedeni sgcharidu na furfural, Jjeho oddélent
destilaci a smisenfm destildtu s &inidlem. ‘

Nevfhodou dosud pouZivanych &inidel je citlivoét aromatickfch aminoderivatd /v subs-
tanci i roztoku/ vi&i vzdus$né oxidaci, prilem% vznikajf rudiva zbarveni. Z toho vyplyvé vy~
soké narodnost na &istotu jednak samotnych aromatickych aminoderiv4td, jednak i pouZivanych
rozpustidel a kyselin, zejména co do obsahu nelistot, katalyzujfcich oxidaén{ zmény. Proto
jsou nutné v téchto pfipadech dodatedné purufukace, jako redestilace a rekrystalizace po-
uZivanych latek a jeStd i priddvani stabilizadnfch latek do reakinfho roztoku. N&které
z pouiivanych amind, jako o-toluidin, jsou tékavé, zapachajici a jejich pouiivéni je rizi-

'kové po zdravotnické strénce.
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Orto-toluidin je potencidlné kancerogenni. Intenzita zbarveni u reakce s o-toluidinem pomér-
n& rychle slabne, takie fotometrické méfeni je nutno provést béhém 30 min po provedeni re-
akce. ) .

Uvedené nedostatky odstranuje ¢inidle podle vynalezu, jehoivpodstata je v tom, Ze jako
aktivn{ latku obsahuje etylester kyseliny para-aminobenzoové v mndistvi 2 a2 8.% hmot ., ,
ktery prfi kondenzaci s reakénimi produkty aldesovich sacharidd dédvé vznik intenzivnimu
#lutooraniovému zbarven{ roztoku. Tato reakce probfhé& pfi zahfivéni v roztoku kyqelinyvoc-
tové nebo i v rozto:u organickych kyselin v organickém rozpustidle, Intenzita zbarveni roz-
toku je pfi pouZiti{ etylesteru kyseliny’para—aminobenzoové linedrné umérnéd koncentraci
qach;ridu v rozmezi, vhodném pro ultramikroanalytické fotometrické mdfeni a citlivost této
barevné reakce je vy#5i, neili pfi pouZit{ o-toluidinu i anilinu, Intqnzita zbarveni{ - na
rozdil od pouZiti o-toluidinu - neklesd ani bdhem 24 hod. Etylestor kyséliny para-amino-
benzoové je latkou v substanci i v roztoku stabilndj&f vi&i vzdu¥né oxidaci neZli dosud
poutivané aromatické aminoderivaty.a je moZné jej pouZivat jiZ v &istotd, kterd odpovidid
poZadavkim Ceskoslovenského lékopisu 2, aniZ by vznikala ru$iv4 zbarveni roztoku. Ku pfip-
ravé reakénfich roztokd je moino pouZit kyselinu octovou koncentrovanou v &istoté, odpovi-
dajfc{ Zeskoslovenskému lékopisu 3. K reakénim roztokdm etylesteru kyseliny para-amino-
benzoové neni nutno priddvat latky inhibujfci oxidaci. Tyto reakéni roztoky je moZno ucho=~
véavat pfi pokojové teplotd. Obchodni cena etylesteru kyseliny para-aminobenzoové je niZs{,
neZli kyseliny para-aminobenzoové vyhovujic{ &istoty. Vlastnosti etylesteru kyseliny para-
~aminihenzoové jsou dobfe znémy, jelikoZ je tato sloudenina JiZ nikolik desetilet{i pouZi-
véna v lékatstvi a farmacii.

.Cinidla pro analytické stanoveni sacharidd s pouZitim etylesteru kyseliny para-amino-
benzoové se pripravi rozpuiténim této sloudeniny bud v kyseliné octové nebo ve smdsi kyse-
liny octové s organickym rozpustidiem neutrdlnf{ povahy, jake napfiklad etylenglykolmono-
metyléterem. Je moZno pfipravit i &inidlo bez Kkyseliny octové, a to rozpusStinim etylesteru
kyseliny para-aminobenzoové v organickém rozpustidle, obsahujficfm rozpustédnou organickou
hydroxykyselinu, jako kyselinu citronovou nebo glykolovou nebo mlé&nou nebo jableénou.

Ble 2jisténo, Ze pro dosaZeni maximéln{ intenzity zbarveni roztoku pFfi reakci s aldo-
sovymi sacharidy md byt koncentrace etylesteru kyseliny para-aminobenzoové v pouZitém
&¢inidle nejménd 5 % (vyjéddfeno ve hmotnostnich dilech této latky ve 100 objemov§ch dilech

roztoku/.
Priklad 1

50 g etylesteru kyseliny para-aminebenzoové &istoty podle &eskoslovenského lékopisu 2
(synonymum Benzocainum) se rozpustf v kyselind octové koncentrace 99 % a &istoty pro ana-
lysy, roztok se dopln{i do 1 litru a po promichéni se zfiltruje skelnym filtrem. Mfsto ky~
seliny octové 99 % p.a. je moZno pouift i kys lihu ;ctovou koncentrovanou &istoty podle

& skoslovenského lékopisu 3.
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Pfiklad 2

Postupuje se jako v prikladu 1, ale dast kyseliny octové se nahrad{ neutrélnim organickym
rozpustidlem, jako etylenglykg;monometyléterem. PFi obsahu do 30 objeﬁovych procent etylen-
.glykolmonometyléteru je citlivost‘reékce stejnd, jako v samotné kyselin& octové, se stoupa-
jicivkoncentraci etylenglykolmonometyléteru citlivost reakce klesé4., Pfi obsahu 50 % etylen-
glykoimonometyléteru je vsak ihtenzita barevné,reakce~vy§§i ne# &in{ polovina absormance s
“&inidlem Q kOncentrofané'kyseliné octové.

PFiklad 3

300 g etylesteru kyseliny para-~aminobenzoové &istoty podle &e koslovenékého lékopisu 2 se
rozpusti v 600 mililitrech distého etylenglykolmonometyléteru a roztok se zfiltruje skel-
nym filtrem. Tento trvanlivy roztok slou’f s vyhodou k piipravé reakénich roztokd v kyseli-
nd octovd, které pak nenf nutno jiZ filtrovat. Napfiklad 150 mililitrd vy3e uvedeného roz-
toku etylesteru kyseliny para-aminobenzoové ; etylenglykolmonometyléteru se doplnf{ za pro-
michéni kyselinou octovou &istoty podle &eskoslovenského lékopisu 3 ra objem 1 litru,d{m3

je ptipraveno &inidlo k pouZiti,
Priklad 4

V tomto pirikladu se popisuje priprava &inidla bez obsahu kyseliny octové : V &istém
etylenglykolmonometyléteru se rozpusti{ etylester kyseliny para-aminobenzoové &istoty podle
¢eskoslovenského lékopisu 2 a kyselina citronovéd &istoty p.a tak, aby vy¥slednd koncentra-
ce (v hmotnostnich dilech na celkovy objem roztoku) byla 6 % u etylesteru kyseliny para-
~aminobenzoové a‘25 % u kyseliny citronové. Mfsto kyseliny citronové nebo jeji ééstiilze
pouzit i kyselinu glykolovou nebo kyselinu mlédnou nebo kyselinu jable&nou. Cast etylen-
glykolmonometyléteru je moino nahradit nékterym niZsim alifatickym aikoholem (napt. metyl-
alkoholem) ke sniZeni viskozity roztoku. )

Aldosové sacharidy je moZino stanovit Einidlx, obsahujicimi etylester kyselipy para-
-aminobenzoové tak, Ze 1 objemov§y dil roztoku sacharidu se zahfivd s 8 aZ 15 objemovymi
dily Zinidla po dobu 15 aZ 45 min ve vrouci vodni l&zni. Vzniklé zbarveni roztoku se mér{
spektrofotometricky. Takto je moZino stanovit aldosové sacharidy jiZ v koncentracich radové
10 mg na 1 litr roztoku pfi méfeni ve viditelné &4sti spektra - napf., pfi 420 nm, pii méfe-
ni v ultrafialové &4sti spektra - a to pifi 340 aZ 350 nm - i v niZ§ich koncentracich.

Pritom ketosové sachar;dy diva ji neméritelné zbarveni.
Priklad 5

V tomto odstavci je uveden pril:lad stano;eni tzv. krevnfho cukru. 0,05 mililitru krve
se smisi s 0,50 mililitru 5 % roztoku kyseliny trichloroctové a vysraZené bilkovony se od-
stfedi. Do vysoké zkumavky se odm&ff 0,20 mililitru &irého supernatantu a pfidd se 2,0
mililitru &inidla, obsahujiciho etylester kyseliny para-aminobenzoové, pfipraveﬁého podle
pifikladu 1 nebo 2 neho 3. Zkumavka se zahfivéd 15 min ve vrouci l4zni vodni, Stejnym zpiso-
bem se zpracuje slepd zkouSka a standardni roZtok, napiffklad roztok obsahujic{ 5 milimold

glukosy v 1 litru. Po ochlazeni obsahu zkumavek na 20 9% se intenzita zbarveni roztoku
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mé#{ spektrofoseometricky pfi 420 pm vlnové délky v kyvetdch 3ffky vrstvy 1 cm. Stabilita
zbarveni roztoku je podstatné vy3sSi, ne?li pri pouZit{ orto-toluidinového &inidla. Foto~
metrické méfeni je moZno provést i po nékolika hodin&ch po reakci. V§podet koncentrace se

provede znémym zplsobem.
Priklad 6

v tomto.odstavci je uveden pfiklad stanovenf tzv krevniho cukru s pouZitim &inidla,
obsahujiciho etylester kyseliny para-aminobenzoové, pfipraveného podle prikladu 4~-&inidlo
bez kyseliny octové. Deproteinace krve se provede ste jnd jako v pfikladu 5. Do reakce se
odméF{ 0,25 mililitru deprotein&tu a pfidé se 2,0 mililitru &inidla, pfipraveného podle
pfikladu 4. Zkumavka s roztokem se zahfiv4 30 min ve vrouci vodnf lazni. D4ile se postupuje
stejné, jako v pfikladu 5.

PFfi stanoveni pentosovych aldos a pentosand v biologickém materidlu je moZno tyto sa-
charidy pfevést na furfural, ténto 0dd8lit destilaci{ a stanovit barevnou reakci po smideni
s ¢inidlem, obsahujicim etylester kyseliny para-aminobenzoové. K m&feni je moZno pouzit
spektrofotometrického maxima v ultrafialové oblasti pfi 340 nm nebo maxima pFi 500 nm v
prostfedi kyseliny octové,

Pri analyze roztoku smési aldohexos a aldopentos &inidlem etylesteru kyseliny para-
-aminobenzoové v kyselin® octové je moZno fotometrickym mé&ifenim pfi 2 vinovych délkach
svétla, a ﬁo 42 a 500 nm, stanovit ponér hexos a pentos v roztoku.

Cinidel s etylesterem kyseliny para-aminobenzoové je moZno pouZit v tenkovrstevné
chromatografii k detekci rozdélenych aldosovfch sacharidis

Cinidlo obsahujici jako udinnou latku etylester kyseliny para-aminobenzoové je mozZno
pouzit v klinické chemii, biochemii, farmacii, kvasné chemii, potravinadfské cﬁemii, na-
pfiklad k analyze sacharidd v obili, ovoci a zelenind a v chemii dfeva a celuIézy. Vyhodou
pouZiti etylesteru kyseliny para-aminobenzoové je to,%e jde o latku primyslové vyréb&ndu
k hojnému pouZiti ve farmacii, lékarfstvi, a to v dostatedné &istots,

PREDMET VYNALEZU

€inidlo pro analytické stanoveni aldosovych sacharidli, obsahujfci aktivni{ 1&tku a ky-
selé rozpustidlo, napfiklad kyselinu octovou nebo smés kyseliny octové a etylenglykolmono-
metyléteru nebo roztok kyseliny citronové v etylenglykolmonometyléteru, vyznadené tim, Ze

jako aktivn{ 14tku obsahuje etylester kyseliny para-aminobenzoové v mnoZstvi 2 a% 8 % hmot.

Vytiskly Moravské tiskaiské zdvedy,
provoz 12, Leninova 15, Olomouc Cena: 2,40 K&s
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