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Dvouslofkové &inidlo pro fotometrické
stanoveni ho¥&iku

(57) ¢inidlo se skld4d4 ze dvou roztoki,
a to z roztoku metalochromniho indikdtoru
1-azo-2-hydroxy~3~(2,4~-dimethylkarboxy~
anilido)~naftalen~1'~(2~hydroxybenzenu)
ve specifické smdsi dvou organickych
rozpoustédel N,N-dimethylformamidu a di-
methylsulfoxidu a z roztoku tetraboritano-
vého pufru obsahujicfho acyklicky alkohol
s celkovym podtem 1 a¥ 3 atomy uhliku,
Ob& slo%ky jsou v &inidle obsafeny v obje-

mov§ch pomérech 1

: 10 aZ 1 : 50, -

DvousloZkové &inidlo se vyznatuje vysokou
stdlost{ metalochromnfiho indiké&toru v roz-
toku a je zejména vhodné pro analfzu hof~
&iku v tdlnich tekutindch. Vlastni analy-
tické &inidlo pro stanoveni hofliku se

p¥ipravi smichdnim jeho obou sloiek ve vy~
%e uvedenych pomérech p¥ed provedenim ana-

1lyzy.,
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Predmdtem vyndlezu je dvousloZkové &inidlo pro fotometrické stanovenf horé&iku.

Je zndmo, %c¢ ho¥lik je nezbytny aktivédtor Fady enzymovych pochodd zejména transfos-
foryla&nich a byvd nezbytnym clementem i pii oxida®nich fosforylaci{ch, Hraje v§znamnou
Wlohu v metabolismu ribonukleovych kyselin, cholesterolu, lipidl, aktivaci esteras chole-
sterolu a rdznyeh lipas, pisobf aktlivadnd pkl syntéze metabolismu bilkovin, Vyznamny Jjo
i viiv hof&{lku na centydlnd nevrvovy ayatém; nedostatek hofdiku zplsobuje zvydenou drd¥di-
vost a’ tetanii. SniZeny obsah hoX&iku v séru byl zjiftén pfi poruchlch nervovych, cév-
nfch a asrdeénfch, pfi tdZkych prdjmovych onemocnénfch, cirhose jater a nékterych dalifch
onemocnénfch, 7Zvyiceny obsah hof&fku je naproti tomu nachdzen zejména pIi nedostatelnosti

ledvin, pfi diabetickych komatech a acidoséch.

%z uvedeného vyplyvd, Ze stanoveni hoféiku zejména v krevnim séru je dllefitym ukaza-
telem Fady vadinych poruch. Proto je stanoven{ sérového hor¢{ku zafazeno do palety bioche-

mickyeh vylotien! provaddngch v odddlent klinlcké biochemio.

ke stanoven{ obsahu hoF¢fku, zejména v séru nebo v mo&i, byla postupnd navrZoena cold
fada analytickych metod, z nichf v posledni dob& jednozna&n& prevaiujf{ metody instrumentdl-—
nf, zaloZené na atomové absorpini spektrofotometrii a metody fotometrické, kdy se m&Ff{
zbarven{ barevnych komplex hof&iku s vhodnyml analytickymi &inidly, nap¥iklad metalochrom-
nimi indikédtory. Fotometrické metody s ohledem na dostupné piistrojové vybaven{ vé&tsiny
hiochemickych laboratoff zatim pfevazujfl.

Pro fotometrické stanovenf hof&iku se v poslednich letech vyuf{vd hlavn& l-azo-2-
~hydroxy-3-(2,4-dimethylkarboxyanilido)-naftalen-1"'~(2~hydroxybenzen), nazyvany také ko-
mer&nimi ndzvy Magon nebo Xylidilov4 mod¥ II. Podrobnym studiem optickych vlastnosti Ma-
gonu se zabyvall napfiklad Svoboda a Chromy (Anal. Chim. Acta 54, 121 a%¥ 131, 1971) a jeho
aplikaci pro fotometrické stanovenf hof&fiku v biologickych tekutindch popsali Chromy a
spol. (Biochem. Med. 7, 208 a% 217, 1973). PF¥i fotometrickém stanoveni hoi&{ku Magonem se
mé¥{ zbarven{ relativné slabdho komplexu o slofeni MgR,, kde R je Magon, s konstantou sta-
bility X = 6,1 . 109 a absorpénim moldrnim koeficientem 4,3 . 104 1. mol_1 . cm —2. Pra~-

cuje se s nejméné trojndsobnym prebytkem &inidla a mé¥{ se p¥i vlnové délce 505 nm.

Komplex je nutné m&fit v prostfed{ obsahujicim 60 aZ 40 objemovych 4118 vody a 40 aZ
60 objemovych d{1l alkoholu. Jinak klesd citlivost stanoveni a jak &inidlo, tak i komplex
se z reakén{ smési vyluluji. Vy$3{ mnoZstvi alkoholu je naopak nep¥fznivé, nebof p¥i ana-
1¢ze biologickych tekutin zpisobuje srdZeni bflkovin ze vzorku. Z uvedenych dlivodl se ob~
vykle pripravuje roztok Magonu v alkoholu, ktery se pfed analyzou smichd se stejnym mno¥-
stvim vodného roztoku pufru. Pomdrnd velmi specifické a pfesné dodrfeni{ optim&lnich re-
ak&nich podminek klade vysoké néroky na sloZenf, stdlost a &istotu analytického &inidla.

Nevyhodou metalochromniho &inidla Magon je jeho mald rozpustnost ve vodd a polérnich
rozpoustédlech. Proto se obvykle p¥ipravujil roztoky Magonu rozpoudtdnim ve vroucim etha-
nolu nebo rozpu$t&nim v dimethylformamidu a nafed&nim ethanolem. Jak bylo zji%t&no, ani
tyto roztoky nejsou stdlé a vhodné pro analytické GZely. Magon se z t&chto roztokd postup-
né vyluluje ve form& nerozpustné litky, klesd jeho Gdinn& koncentrace v ¢inidle a mén{ se
jak smérnice kalibraéni p¥imky, tak i linedrni rozsah kalibra®n{ funkce. Magon vylou&en§
spontdnnd z cthanolového roztoku se b&hem stérnutf ji% nechovd jako metalochromnf indikd-
tor, jedné se pravdépodobnd o oxidovanou formu, kterd nenf vhodnd pro fotometrické udely.
Uvedené nevyhody, nizkd rozpustnost Magonu, zmény, kterym podléhd v roztoku ethanolu, ma-
j{ nepfiznivy vliv na fotometrické stanoven! ho¥&fku, nebof se m&nf citlivost reakce a
prib&h kalibra&nf funkce.

Zejména pri stanoveni ho¥¢{ku v séru nemocnych s vAdZinymi ledvinovymi poruchami, kdy
rychle vzristd obsah hof&fku v séru, nestadf{ analytickd koncentrace Magonu v &inidle a
nariistd nebezpe! nesprdvné analyzy, diagnbézy a postupu lé&ebného procesu. V fadd pfipa-
di je nutné sérum fedit a vysledkem je dalSi sniZeni pfesnosti analyzy. Je proto %4douci
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tyto nevfhody odstranit a ptipravit takové analytické &inidlo pro fotometrické stanoveni
ho¥&iku, které by nemélo uvedené nedostatky.

Nevyhody odstrahuje dvousloikové &inidlo pro fotometrické stanoven{ ho¥&iku na bizi
1~azo—2-hydroxy~3-(2,4—dimethylkarboxyanilido)-naftalen—l'-(2—hydroxybenzenu) a tetrabo-
ritanového pufru. Jeho podstata spoivd v tom, Ze se sk14d4 z jednoho objemového dilu roz-
toku obsahujfcfho 1 aZ 10 mmol/1 l-azo-2-hydroxy-3-(2,4-dimethylkarboxyanilido)-naftalen-
~1'~(2~hydroxybenzenu), 5 a%¥ 7 mol/1l N{N-dimethylformamidu a 4 a% 9 mol/l dimethylsul-
foxidu a 10 a¥ 50 objemovych dild vodné-alkoholického roztoku obsahujfciho 0,005 az 0,1
mol/l tetraboritanu alkalického kovu a’'4 a¥ 15 mol/l acyklického alkoholu o celkovém poc-
tu 1 a¥ 3 atomd uhliku.

Roztok Magonu podle vyndlezu se vyznaduje velmi dobrou stabilitou, Magon se nevyluéu-
je z roztoku a jeho slofeni se dlouhodob& nemdni. Uvedend kombinace dvou specifickych or-
ganickych rozpougt&del umoffiuje podstatnd zvySit obsah Magonu V roztoku a zabrahuje jeho
nevratnym zméndm. Kombinace vodného roztoku pufru s alifatickym alkoholem, ktery je obvyk-
le nezbytnou souddstf reakni smési p¥i stanoveni hof&iku Magonem, stabilizuje dlouhodobé&
roztok pufru a chrdni jej pied baktoridlnf kontaminaci, Pro vlastni fotometrické stanoveni
hot&iku se pripravi reak&ni smés smichanim roztoku Magonu s roztokem pufru, naptiklad 1 dil
roztoku Magonu a 25 dfld roztoku pufru podle vyndlezu, které zaruduji optiméln{ sloZen{ ro-
akéni smdsi pro fotometrické stanovenf hof&fku, Smds obsahuje dostate&ny ptebytek Magonu
postadujfci i pro analyzu biologickych. tekutin obsahujfcich patologicky zvy$eny obsah hof-
%{ku. Lze nap¥fklad provddét p¥imo, bez fed®ni, analyzu sér dialyzovangch nemocnych obsa-
hujfcich a% 2 mmol ho¥&fku v litru séra. ' '

DvousloZkové Cinidlo podle vynélg?u lze primyslové vyrdhét, nebot jeho ob& sloZky
jsou stdlé a zarudujl dlouhodob& p¥esné a sprdvné fotometrické stanoveni ho¥&iku s citli-
vost{ a presnosti poZadovanou pro biochemické analyzy a v koncentra&nim rozsahu vhodném
pro analyzu b&%nych biologickych tekuéin, zejména séra a plazmy, anii by bylo nutné biolo-
gické vzorky pfed analyzou fedit. :

p¥{klad 1 -
a) Pripravi se roztok obsahujici 1,44;§ (3,5 mmol) 1-azo-hydroxy-3-{2,4-dimethylkarboxy-

anilido)-naftalen-1'~(2~hydroxybenzenu (déle jen Magon), 450 ml (5,85 moll) N,N-dimethyl-
formamidu a 450 ml (6,34 mold) dimethylsulfoxidu.

b) Pfipravi se 25 1 roztoku pufru obsdhujictho 97,6 ¢ (0,25 mold) tetraboritanu sodného -
dekahydrdtu v 10,2 1 (0,57 mold) destilované vody a 12,2 1 (214,6 mold) ethanolu. Roztok
se promich4 a jeho pH se upravi postupnym p¥iddvani hydroxidu sodného na pH 10,9 (pot¥eba
asi 20 g hydroxidu sodného) a doplni se vodou na 25 1.

Pro fotometrické stanoveni se pfipravi reakni smés obsahujic{ jeden objemovy dil roztoku
a) a 25 objemovych dfld roztoku b). N

P¥{klad 2

a) Pripravi se roztok 0,82 g (1,9 mmgiﬁ) Magonu ve smési 365 g f5 mold) N,N-dimethylforma-
midu a 702 g (8,98 mold) dimethylsulfoxidu. N

b) P¥ipravi se 1 000 ml pufru obsahui&ciho 0,005 mold tetraboritanu draselného a 480 g
(14,98 moll) methanolu a doplni se vodou na 1 000 ml. Jeho pH se nastavi na hodnotu
11 + 0,2. '

)

pf¥ed pouiitim se smichaji dva objemové dily roztoku a) s 25 objemovymi dily roztoku b).



3 Cs 273657 Bl

pPriklad 3

a) Piipravi ge roztok obsahujfef 4,1 g (9,9 mmold) Magonu, 511 g (6,99 moll) N,N~-dimethyl-
formamidu a 313 g (4 moly) dimethylsulfoxidu.

b) Pripravi se 1 000 ml pufru obsahujiciho 0,1 molu tetraboritanu draselného a 241 g
(4,0 wol) l-propanolu, doplnf{ se vodou na 1 000 ml a pH se nastavi Jako v p¥ikladu 1b).

Pred fotometrickym stanovenim ho¥&iku se smfchd 1 objemovy dfl roztoku a) s 50 objemovymi
d{ly roztoku b).

PREDMET VYNALEZU

DvousloZkové &inidlo pro fotometrické stanoveni hof&fku na bézi l-azo-2-hydroxy-3-(2,4-
~-dimethylkarboxyanilido)-naftalen~1'~{2-hydroxybenzenu) a tetraboritanového pufru,
vyznadujici se tim, Ze se sklddd z jednoho objemového dflu roztoku obsahujfctho 1 aZ 10
mmol/l 1l-azo~2~hydroxy-3-(2,4-dimethylkarboxyanilido)-naftalen~1'=-(2-hydroxybenzenu),

5 aZ 7 mol/l N,N-dimethylformamidu a 4 aZ? 9 mol/l dimethylsulfoxidu a 10 aZ 50 objemo-
vych a{1t vodné~alkoholického roztoku obsahujficfho 0,005 aZ 0,1 mol/l tetraboritanu alka-
lického kovu a 4 aZ 15 mol/l acyklického alkoholu o celkovém podtu 1 aZ 3 atomd uhlfiku.
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