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(54) Hapetusindikaattoreita sis&ltévid stabiloituja pikadiagnostisia vali-
neitd - Stabiliserade snabbdiagnostiska medel inneh&llande oxiderings-
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Tamd keksintd koskee parannettuja pikadiagnostisia vdlineitd hydro-
peroksidien tai aineiden, joiden reagoidessa vapautuu hydroperoksi-
deja, samoin peroksidaasin tai peroksidaattisesti vaikuttavien ainei-
den osoittamiseksi kehon nesteissd, jotka vdlineet sisdltdvdt kromo-
geenina hapetusindikaattoreita, erityisesti pikakokeita glukoosin
osoittamiseksi virtsassa ja veressd sekd veren osoittamiseksi virt-

sassa, ulosteessa ja kehon nesteissi.

Pikadiagnostiset vdlineet ovat viime aikoina saavuttaneet lddk&ri-
praktiikassa ja kliinisessd tyOskentelyssd yhd suuremman merkityk-
sen, erityisesti pikakokeissa, jotka perustuvat imukykyisten kanta-
jien kdyttddn. Ndihin imukykyisiin kantajiin, useimmiten paperei-
hin, imeytetddn osoittamisreaktiossa tarvittavia reagensseja ja
ndissd on todettavissa, yksinkertaisen kehon nesteisiin kastamisen
jdlkeen, osoitettavan aineen l&dsndollessa viArireaktio. Pikakokeet,
jotka ovat saavuttaneet lddketietellisessd diagnostiikassa suuren
merkityksen, ovat ennen kaikkea pikakokeita glukoosin osoittamiseksi
virtsassa ja veressd sekd veren osoittamiseksi virtsassa, ulostees-

sa ja kehon nesteissi.
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Nidm3 kokeet perustuvat t&118in seuraavaan periaatteeseen: pikako-
keissa glukoosin osoittamiseksi kehon nesteissd, esim. glukoosioksi-
daasi (GOD) hapettaa glukoosin glukonihapoksi, Jjolloin ilman happi
pelkistyy vetyperoksidiksi. Vetyperoksidi hapettaa sitten peroksi-
daasin tai peroksidaattisesti vaikuttavan aineen vdlitykselld hape-
tusindikaattorin vastaavaksi védriaineeksi, jonka vdrin syvyys on

ldsnd olevan glukoosimddrdn mittana.

Veren lidsndoloa osoitettaessa k&dytetddn hyvdksi hemoglobiinin perok-
sidaattimaista ominaisuutta hapetusindikaattorin hapettamiseksi hydro-
peroksidin avulla.

Edelld mainituissa pikakokeissa kdytettdvdt hapetusindikaattorit
ovat yleisesti tunnettuja ja sijoitettavissa mddrdttyihin yhdiste-
luokkiin. Erityisen kdytettyjd ovat bentsidiinisarjaa edustavat
vyhdisteet, heterosykliset atsiinit, samoin kuin fenoliyhdisteet,
erityisesti guajak-hartsin aineosat.

Luonteeltaan hapetusindikaattorit ovat helposti hapettuvia aineita.
Sen vuoksi ei ole yll&attdvid, ettd ne voivat hapettua ilman vaiku-
tuksesta, erityisesti valolle alttiina ollessaan. Arvokkaita hapetus-
indikaattoreita ei ndistd syistd voida ilman muuta kdyttdd pika-
diagnostisissa vdlineissd koska ne heikentdvdt suuresti niiden s&di-
lyvyytté.

Tehtdvdnd oli sen vuoksi sopivan suojan l&ytdminen ndille hapetus-
indikaattoreille, jotta niitd voitaisiin k&yttdd hyvidksi mydskin
pikadiagnostiikassa ilman, ettd kdytettdvilld stabilisaattorimdi-
rilld olisi haitallista vaikutusta kokeen herkkyydelle. Aineiden,
joiden tulisi kyetd antamaan tdllaisen suojan, olisi puolestaan ol-
tava riittdvdn stabiileja eiv&tkd ne saisi kontrolloimattomissa
olevalla tai oleellisella tavalla muuttaa koepaperin herkkyyttd.

Yll&ttden l-aryylisemikarbatsidien yhdisteluokasta ldydettiin sarja

yhdisteitd, jotka erinomaisella tavalla tuottavat toivotun vaiku-
tuksen.

Tamdn keksinn®n kohteena ovat siten koeliuskat hydroper-
oksidien tai aineiden, jotka reagoidessaan vapauttavat hydroperok-

sidia, samoin kuin peroksidaasin tai peroksidaattimaisesti vaikut-
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tavien aineiden osoittamiseksi kehon nesteissi, jonka koeliuskan
muodostaa hapetusindikaattorilla imeytetty kantaja. Keksintd on
tunnettu siitid, ettid stabilisaattori on l—aryylisemikarbatsidi,

jonka yleiskaava I on

Ar - NH - NH - CO - NHZ (1),

jossa Ar merkitsee mahdollisesti alkyyli-, alkoksi- tai halogeeni-
substituentin sisdltdvdid aryylitdhdettd.

Aryylilld tarkoitetaan 1ihinnd fenyyli- tai naftyylitdhdettsd; alkyy-
1i- ja alkoksiryhmissi voi olla 1-4 hiiliatomia, jolloin ensisijai-
sia ovat metyyli- ja etyylitdhteet. Halogeeni voi merkitd fluoria,
klooria tai bromia, 1l&hinnd klooria.

Keksinndn lisdkohteena on kaavan I mukaisten yhdisteiden k&yttd
hapetusindikaattorilla imeytettyjen koeliuskojen stabiloimiseksi.

On yllittidvds, ettd juuri l-aryylisemikarbatsidien yhdisteluokalla
on erinomaiset edulliset ominaisuudet. On tosin ollut tunnettua,
ettd ndillid yhdistellld hydratsiinin johdannaisina on pelkistaviad
ominaisuuksia; on kuitenkin osoittautunut, ettd pelkistysaineet
eividt automaattisesti sovellu t&hdn tarkoitukseen, hapetusindikaat-
torien stabilointiin vaikuttamatta oleellisesti niiden herkkyyteen.
Siten esim. sarjan perusyhdiste, semikarbatsidi, ei sovellu tdhdn
tarkoitukseen.

Jo pitk&hkdn ajan on esitetty selostuksia muista pelkistysaineista,
kuten askorbiinihaposta, hydrokinonista ja muista yhdisteistd reak-
tioiden herkkyyden "modifiointiaineina" (vrt. DT-AS 1129003, US-
patentti n:o 3 008 879, DT-OS 2555704) , mutta mit##n ndistd yhdis-
teistd ei kuitenkaan ole kdytetty k&dyt&nndn sovellutuksissa, koska
ne toisaalta ovat liian epdstabiileja ja toisaalta tdmdn k&dytdn ai-
kana esiintyvdn epdstabiilisuuden seurauksena kokeen herkkyys muut-
tuu epdedulliseksi. MyOskddn tunnetut antioksidantit kuten esim.
nordihydroguajarethappo, N-fenyylinaftyyliamiinit tai merkaptoyh-
disteet samoin kuin US-patentissa n:o 2 008 879 ja DT-0S 2555704
esitetyt yhdisteet eivdt erikoisemmin sovellu tarkoitukseen, koska
ne joko ovat pikadiagnostiikassa kdytettavien indikaattorien yhtey-
dessi tehottomia tai liian epdstabiileja tai vaikuttavat liian voi-
makkaasti reaktiokykyyn.
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Keksinn®dn mukaisten stabilisaattorien edullista kdyttdd koesuika-
leissa, jotka sisiltivit kromogeenina hapetusindikaattoreita, selos-
tetaan ldhemmin seuraavassa.

Veren tai glukoosin osoittamiseksi virtsassa pikakokeissa on t&dhin
asti kdytetty indikaattorina o-tolidiinia. Viime aikoina tdm& karsi-
nogeeninen aine on kuitenkin korvattu 3,3'=5,5'-tetrametyylibentsi-
diinilld (TMB) (vrt. DT-0S 2 460 903).

Tdtd indikaattoria sisiltivit koepaperit ovat valitettavasti, kuten
kaikkien bentsidiiniyhdisteiden yhteydessd on asian laita, arkoja
valolle. Ne vidrjdytyvdt jo muutaman minuutin ajan valolle alttiina
oltuaan. Lisdhaitta ilmenee erityisesti koepaperien vyhteydessd,
joilla on tarkoitus osoittaa glukoosin l&snidolo. TH118in on kysy-
myksessd indikaattorin helppo hapettuvuus ilmassa, erityisesti l&sni
olevan ilman kosteuden vaikutuksesta. Timi ilmid& on erittdin haital-
linen erityisesti sen vuoksi, koska juuri glukoosin osoittamiseksi
virtsassa kdytettdvin indikaattoripaperit joutuvat ennakkotutkimuk-
sissa maallikoiden k&siin.

Keksinndn mukaisia l-aryylisemikarbatsidejd sisdltdvilli koepape-
reilla ei yllittden ole niiti varjopuolia. Tdmin lisiksi kokeissa
kdytettdvid l-aryylisemikarbatsidi-misrii voidaan kdyttdi avarin
sietorajoin vaikuttamatta oleellisesti ja haitallisesti kokeen
herkkyyteen.

Edelleen keksinndn mukaisia l-aryylisemikarbatsideja voidaan kdyttidia
vyleisesti glukoosikokeissa ja veren osoittamiseksi ulosteessa kdy-
tettdvissd koesuikaleissa, jotka sisidltivit indikaattoreina hetero-
syklisid atsiineja (DBP 16 48 840:n, DBP 19 17 996:n mukaisia).
Edullisiksi ovat osoittautuneet erityisesti l—éj—alkyylibentstiatso—
loni(2)/-2-/I-fenyyli-3-metyyli-d-etyyli~1,2,4-triatsoloni (5)/-at-
siini ja 2,2'-atsino-di—[l‘—etyyli-mnolimoni(2)—disulfonihappo(s)_7.
T&41l1l6in ne vaikuttavat osaltaan mySs parempaan stabiilisuuteen va-
lon ja ilman aiheuttamaa varjdytymistd vastaan, miki puolestaan voi
vaikuttaa helposti virheellisesti positiivisiin reaktioihin.

Veren osoittamiseksi ulosteessa tarkoitetut koepaperit sisiltidvit
kuitenkin tarkoituksenmukaisuussyists guajak-hartsia tai sen puh-
distettua fraktiota, guajakonihappo A:ta, jonka ominaisekstinktio
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El% kohdalla 600 nm on ainakin 200, mid&ritettynd peroksidaasin

lcom
ja vetyperoksidin kanssa tapahtuneen reaktion jdlkeen,

suomalaisen patenttihakemuksen nro 78 1014 mukaisesti. Tdllai-

silla koepapereilla on mySs taipumus virjiytyd valossa ja ilmassa
hapettumisen takia sinisiksi, mikd virheellisten positiivisten reak-
tioiden vuoksi voi aiheuttaa hiiriditi. Keksinndn mukaiset l-aryy-
lisemikarbatsidit ehkiisevit tdlldinkin hiiritsevin ja ei toivotun

siniseksi vdrjdytymisen.

Koepaperien valmistus tapahtuu tunnetuin menetelmin, jolloin kul-
loinkin kyseessd oleviin resepteihin lis#dtddn stabilisaattoreiksi
timin patenttihakemuksen mukaisia l—aryylisemikarbatsideja. (vrt.
DT-0S 24 60 903, DBP 16 48 840 ja DBP 19 17 996).

Hydroperoksideina tulevat yleensd kysymykseen tavanomaiset niita
edustavat yhdisteet elleividt ne ole liian haihtuvia, kuten esim.
tert.-butyylihydroperoksidi. Edullisiksi ovat osoittautuneet ennen
kaikkea kiintedt yhdisteet 2,5—dimetyyliheksaani—2,S—dihydroperok—
sidi, tetraliinihydroperoksidi ja di-isopropyylibentseenidihydro—
peroksidi, mutta myds nestemdiset yhdisteet kuten di-isopropyyli-
pentseeni~, kumeeni-, p-mentaani- ja pinaanihydroperoksidi ovat kdyt-

tokelpoisia.

Hydroperoksideja kiytetdsn 0,5-5 g, 14hinni 1-3 g 100 ml:aa kohden

impregnointiliuosta.

puskureina tulevat kysymykseen esim. sitraatti-, fosfaatti-, ftalaat-

ti- tai sukkinaattipuskurit.

Reseptiin on myds edullista lis#td vdhdisid misrii (noin 0,05-0,59g
100 ml:aa kohden) kompleksinmuodostajaa kuten natriummetafosfaattia
tai etyleenidiamiini—tetraetikkahapon alkalisuolaa, minkd ansiosta
voidaan vidltty4 virheellisiltd positiivisilta reaktioilta, joita
metallijiinteet voivat aiheuttaa. Kompleksinmuodostajat voivat toi-

mia puskureina.

Koska koepapereilla suhteellisen suurista vesiliukoisista ainem&da-
ristd Jjohtuen on taipumusta "xukkia", reseptiin on tarkoituksenmu-
kaista lisitd paksunnosaineita kuten metyyliselluloosaa ja erityi-
sesti gelatiinia noin 0,5-5 g 100 ml:aa kohden. Erdissd tapauksissa
polyvinyylipyrrolidoni on osoittautunut sopivaksi.
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Kostutusaineina k&ytet#in tarkoituksenmukaisuussyisté pitkdketjuisia
orgaanisia sulfaatteja tai sulfonaatteja, kuten esim. natriumdodekyy-
li-bentseenisulfonaattia, dioktyyli—natriumsulfosukkinaattia tai
natrium-lauryylisulfaattia.

Keksinndn mukaisten koepaperien valmistamiseksi imukykyisiin koepape-
reihin, kuten esim. suodatinpaperiin, selluloosa- tai tekokuituhar-
soihin imeytet&in reagenssien ja helposti haihtuvien livottimien liu-
oksia. T&m& tapahtuu tarkoituksenmukaisesti kolmessa vaiheessa, jol=-
loin yksityisten liuosten koostumukset riippuvat kulloinkin valmis-
tettavasta pikakoesuikaleesta. Valmistettaessa pikakoesuikaleita
veren osoittamiseksi ulosteessa kdyttdmdll4 guajak-hartsia tai gua-
jakoni-hartsi A:ta, on edullista, ettd hydroperoksidia, tdssd tapauk-
sessa vetyperoksidia, ei imeytetd kantajalle, vaan siti tiputetaan
vasta ulosteen levittdmisen jédlkeen.

Keksinndn mukaisia l-aryylisrmikarbatsideja lisitHn noin 5-900 mg 100
ml:aa kohden impregnointiliuosta. M&dédrd riippuu yleensi tutkimus-
kohteesta, jota lisdykselld halutaan seurata.

Itse keksinn®én mukaiset aryylisemikarbatsidit ovat joko tunnettuja
tai niitd valmistetaan tunnettujen menetelmien mukaisesti,

(O. Widman, Ber. 26, 2613 (1893), J.T. Hewitt, Soc. 209 (1891)).

Keksintdi selvennetiin l3hemmin seuraavissa esimerkeissi:

Esimerkeissi ilmoitetut prosentit merkitsevidt kaikissa tapauksissa
Painoprosentteja.

Lyhenne K-EDTA merkitsee: etyleenidiamiinitetraetikkahapon kalium-
suolaa.

Esimerkki 1

l-Aryylisemikarbatsidien synteesi

Yleisohje:

Synteesissi k&ytetiin ldhtbaineena aromaattista amiinia, jonka an-
netaan reagoida diatsotointia kdyttden diatsoniumyhdisteeksi. Di-
atsoniumsuola muutetaan suolahappoisessa liuoksessa tina-II-klori-
dilla hydratsiiniksi. Annettaessa hydrokloridin reagoida vedessi tai
hydratsiiniemiksen jddetikassa kaliumsyanaatin kanssa, saadaan hyvin
saannoin haluttua l-aryylisemikarbatsidia.
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Seuraavassa taulukossa on esitetty muutamia keksinndn mukaisia yhdistei-

ti, joista osa on uusia. (Gudet yhdisteet on merkitty tunnuksella *).

0 Taulukko 1
Ar—NH-NH-é—NHz
AR Sp. Oc Kirjallisuus
1 168-170° x
/Cl
151-153° J.T. Hewitt
Soc. 868 (1873)
1
228-231° J.T. Hewitt
Soc. 209 (1891)
159° J.V. Janowski, K. Reimann
H3 Ber. 21, 1221 (1888)
CH 3
182° %
CHj
@ 1880 x
216° x
OCH 3
: OCH, 135° x
[
OCH3
[:::J 179° ”
I N 231° A. Pinner,
~ Ber. 21, 1222 (1888)
170°-173° Kaupan oleva tuote

)

Fa.

E. Merck
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Esimerkki 2

Koe piilevdn veren osoittamiseksi ulosteessa

Suodatinpaperiin (Schleicher & Schiill 597 NF-Ind.) imeytetd#n perdk-
kdin seuraavia liuoksia ja kuivataan.

Liuos 1:

0,34 molaarinen K-EDTA-jauhe pH 5,5 _ 10 ml
Polyvinyylipyrrolidoni 300 mg
Vesi, tislattu ad 100 ml
Liuos 2:

Guajakonihappo A Ei 2m = 260 kohdalla 600 nm 130 mg
l-fenyylisemikarbatsidi 65 mg
Asetoni ad 100 ml

l-fenyylisemikarbatsidin asemesta voidaan kdyttdd jokaista muuta
esimerkissd 1 esitettyd yhdistettd ekvimoolimidrin.

l-aryylisemikarbatsidien konsentraatioita voidaan vaihdella edelli
mainituistamddristd laskien rajoissa + 30 % (painoprosentteja) t&-
mdn vaikuttamatta merkittidvisti Oosoittamisreaktion herkkyyteen, tai
stabiloivan vaikutuksen muuttumatta.

Koepaperit, jotka on valmistettu tdssi esimerkissd mainitun menetel-
md&n mukaisesti, ovat stabiileja valon ja ilman vaikutuksia vastaan
ja soveltuvat erinomaisesti patologisten verimiirien osoittamiseen
ulosteessa. T&td varten ulostetta levitetHin koepaperille, t&min an-
netaan kuivua ja kehitt#minen suoritetaan selkdpuolelta vetyperoksi-
din alkoholiliuoksella. Jos lisni on patologisin m#édrin verta, syn-
tyy ndytteestd siteettiisesti ulospdin siirtyvd loistavan sininen
vadrivyShyke.

Esimerkki 3

Kokeita guajakonihappo A:n stabiloimiseksi tunnetuin antioksidan-
tein (koe veren osoittamiseksi ulosteessa).

Suodatinpaperiin (Schleicher & Schiill 597 NF-Ind) imeytetd&n perik-
kdin seuraavia liuoksia ja kuivataan.
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Liuvos 1:

0,34 molaarinen K-EDTA-puskuri pH 5,5 10 ml
Polyvinyylipyrrolidoni 300 mg
Vesi, tislattu ad 100 ml
Liuos 2:

Guajakonihappo A Ei 2m = 260 kohdalla 600 nm 130 mg
Antioksidantti 60 mg
Etanoli ad 100 ml

Antioksidantteina kdytettiin yhdisteitd: 2,6-di-tert.-butyyli-p-
kresolia, gallushappoa, gallushappoestereitd, brentskatekiinia, 2,6-
di-ter~-butyyli-fenolia, 2,6-dihydroksibentsoehappoa, gentisiinihap-
poa, nordihydroguajarethappoa, N-fenyyli-o-naftyyliamiinia, trife-
nyylifosfiinia, bentsimidatsolia, 2,2-bis(4-hydroksifenyyli)-propaa-

nia.

N&din valmistettuja papereita verrattiin esimerkin 2 mukaisesti val-
mistettuihin papereihin ja kokeiltiin niiden k&dyttOkelpoisuutta pa-
tologisten verim#ddrien osoittamiseksi ulosteessa.

Tulos: kaikki antioksidantit vaikuttivat siten, ettd ne estivdt pa-

tologisten verimddrien osoittamisen ulosteessa.
Jos antioksidanttien konsentraatiota reseptissd piennet&d&n niin pal-
jon, ettd kokeen herkkyys saadaan jdlleen riittdvdn hyvdksi, namd

aineet menettdvidt stabiloivan vaikutuksensa.

Esimerkki 4

Veren osoittaminen ulosteessa

Suodatinpaperiin (Whatman Nr. 1) imeytet&d&n per&dkkdin seuraavia

liuoksia ja kuivataan.

Liuvos 1:

0,34 molaarinen K-EDTA-puskuri pH 5,0 10 ml
Dioktyylinatriumsulfosukkinaatti 500 mg
Metanoli 20 ml
Vesi, tislattu 80 ml
Liuos 2:

3,3'-5,5'-tetrametyylibentsidiini 400 mg
l-fenyylisemikarbatsidi 100 mg

Asetoni 100 ml
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Nidin valmistettu koepaperi vastaa tdydellisesti vaatimuksia, joita
kokeelle patologisten verimddrien osoittamiseksi ulosteessa on ase-

tettava.

Kun koepaperille levitetty ulostendyte oli "kehitetty" vetyperoksi-
din alkoholiliuoksella, patologiset verimddrdt olivat osoitettavissa.
Ndytteen ympédrille muodostuva vihred vdri ilmaisee veren l&sndolon.
Koepaperi on riittdvadn kestdvd valoa ja ilman hapettavaa vaikutusta
vastaan.

Koepaperi, joka oli valmistettu muuten edelld mainitun reseptin mu-
kaisesti, mutta kdyttdmdttd keksinndn mukaista l-aryylisemikarbatsi-
dia, varjdytyy sitd vastoin valossa ja ilmassa lyhyen ajan kuluessa
sinisen vihredksi. Sitd el end8 voi kdytt&88 diagnostisiin tarkoi-
tuksiin.

Esimerkki 5

Veren osoittaminen ulosteessa
Suodatinpaperiin (Schleicher & Schiill 597 NF-Ind.) imeytetddn perdk-

kdin seuraavia liuoksia ja kuivataan.

Liuos 1l: Vastaa esimerkin 4 liuosta 1.

Liuos 2:

l—LTB—etyylibeﬁistiatsoloni(217—2—1I-fenyyli-3—
metyyli-4-etyyli-1,2,4-triatsoloni (5)/~atsiini 100 mg
l-fenyylisemikarbatsidi 70 mg
Asetoni 100 ml

Tdllaisella paperilla on samat ominaisuudet kuin esimerkin 3 mukai-
sella paperilla; syntyvd reaktiovdri on sininen. Paperit, jotka
valmistettiin lisddmdttd keksinndn mukaista l-aryylisemikarbatsidia,
vdrjdytyvdt jo osoittamisreaktion aikana siten, ettd terveidenkin
henkil6iden ulosteiden yhteydessd voidaan erheellisesti saada vd&drd
positiivinen reaktio.

Esimerkki 6

Koepaperi veren osoittamiseksi virtsassa tai kehon nesteessd
Suodatinpaperiin (Schleicher & Schiill 23 SL) imeytet&&n perdkkdin
seuraavia liuoksia ja kuivataan:
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Liuvos 1l:

1,2-molaarinen natrium-sitraattipuskuri pH 5,25 35 ml
Etyleenidiamiinitetraetikkahappo, dinatriumsuola 0,1 g

Dioktyylinatriumsulfosukkinaatti 0,549

2,5-dimetyyliheksaani~2,5-dihydroperoksidi

(noin 70 %:nen) 1,6 g

Fosforihappotrimorfolidi 12,7 g

Etanoli 30,0 ml1
Tislattu vesi . ad 100 ml
Liuos 2:

3,3',5,5"-tetrametyylibentsidiini 0,3 g

Fenantridiini 0,2 g

l1-fenyylisemikarbatsidi 0,05 g
Metanoli/tolueeni (40:60) ad 100 ml

Timin tapaisiin koepapereihin valo ja ilma eivit kdytdnndllisesti
katsoen vaikuta haitallisesti. Koepaperit, joissa ei ole keksinndn
mukaista l-aryylisemikarbatsidia, varjdytyvdt 5-10 minuuttia valolle
alttiina ollessaan vihreiksi. Yht4 epdedullisia ominaisuuksia on pa-
pereilla, joita valmistettaessa keksinndn mukaisen l=-aryylisemi-
karbatsidin asemesta impregnointiliuokseen on punnittu ekvimoolimda-

rin aminoguanidiinia tai semikarbatsidia.

l-fenyylisemikarbatsidi voidaan korvata ekvimoolimisrilld 1-(p-kloo-
rifenyyli)-semikarbatsidia, 1(p-tolyyli)—-semikarbatsidia, 1-(p-
metoksi) -semikarbatsidia paperien ominaisuuksien muuttumatta. T&mdn
esimerkin mukaisesti valmistetuilla papereilla veri on riittdvalla
herkkyydelld osoitettavissa virtsassa tai kehon nesteissa.

Esimerkki 7

Koepaperi glukoosin osoittamiseksi virtsassa

Suodatinpaperiin (Schleicher & Schiill 2312) imeytetdln perdkkdin
seuraavia liuoksia ja kuivataan.

Liuvos 1:

Glukoosioksidaasi (55 yks./mg) 500 mg
Peroksidaasi (75 yks./mg) 200 mg
Tartratsiini 100 mg

Vesi, tislattu 100 ml
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Liuos 2:

3,3',5,5'-tetrametyylibentsidiini 600 mg
l-fenyylisemikarbatsidi 50 mg
Natriumlauryylisarkosinaatti 100 mg
Vesi, tislattu 100 ml

Ndin valmistettu paperi kest3i valon, ilman ja ilman kosteuden
vaikutusta ja silld saadaan aikaan, glukoosikonsentraatioiden ollessa
30 mg - 2000 mg desilitrassa virtsaa, lisddntyvidssi mdirin intensii-
visempid vihreitd indikaattorireaktioita. Jos valmistuksen yhteydessd
keksinndn mukainen l-aryylisemikarbatsidi jédtetddn pois, tdllaiset
paperit ovat arkoja valolle, ilmalle ja ilman kosteudelle. Ne vir-
jaytyvdt lyhyessd ajassa siten, etti glukooseja virtsassa osoitet-
taessa voi esiintyd virheellisid positiivisia reaktioita.

Esimerkki 8

Koepapereita glukoosin osoittamiseksi virtsassa

Suodatinpaperiin (Schleicher & Schiill 2316) imeytetddn seuraavan
koostumuksen omaavaa liuosta ja kuivataan:

2,2'-atsiino-di/T-etyyli-kinolinoni (2) -

di-sulfonihapon(6L7 di-natriumsuola 100 mg
l-fenyylisemikarbatsidi 50 mg
Polyvinyylipyrrolidoni 250 mg
Glukoosioksidaasi (50 yks./mg) 400 mg
Peroksidaasi (75 yks./mg) 100 mg
0,4-molaarinen natriumsitraattipuskuri PH 5,0 100 ml

Ndin valmistettu koepaperi mahdollistaa glukoosikonsentraatioiden
osoittamisen virtsassa alkaen pitoisuuksista noin 50 mg/dl paperin
vdrjdytyessd sinipunertavaksi. Se ei vdrjdydy valossa ja ilmassa.
Sitd vastoin paperit, joissa ei ole keksinndn mukaista l-aryyli-semi-
karbatsidia, virj&ytyvdt valon ja ilman vaikutuksesta.
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Patenttivaatimukset

1. Koeliuska hydroperoksidien tai aineiden, joiden reagoidessa
vapautuu hydroperoksidia sekd peroksidaasin tai peroksidaattises-
ti vaikuttavien aineiden madrittdmiseksi stabiloitujen hapetus-
indikaattorien avulla kdyttdmdlld hyvdksi hydroperoksidien tai
peroksidaattisesti vaikuttavien aineiden reaktioita mddrittdmdlla
vdrin muutos tunnetulla tavalla, t unne t tu siitd, ettad

stabilisaattori on l-aryylisemikarbatsidi, jonka yleiskaava I on
Ar - NH - NH - CO - NH, (1)

jossa Ar merkitsee mahdollisesti alkyyli-, alkoksi- tai halogeeni-

substituentin sisdltdvdd aryylitdhdettd.

2. Koeliuska glukoosin mddrittdmiseksi kehon nesteissd patent-
tivaatimuksen 1 mukaisesti, t unn e t t u siitd, ettd hapetus-
indikaattoreina kdytetddn bentsidiini- tai atsiini-ryhmdn yhdis-

teitd.

3. Koeliuska piilevdn veren mddrittdmiseksi ulosteessa patent-
tivaatimuksen 1 mukaisesti, tunne t t u siitd, ettd hapetus-
indikaattorina kdytetddn guajakonihappo A:ta, jonka ominais-

. . 1l %
ekstinktio E

1l cm
peroksidaasin ja vetyperoksidin kanssa tapahtuneen reaktion jdl-

kohdalla 600 nm on ainakin 200, mddritettynd
keen, tai bentsidiini- tai atsiiniryhm&n yhdisteits.

4, Jonkin patenttivaatimuksista 1-3 mukainen koeliuska, t un -
nettu siitd, ettd kantaja sisdltdd paitsi stabilisaattoria
mahdollisesti muita apuaineita kuten puskureita, kostutusaineita,

paksunnosaineita, suojakolloidia tai kompleksinmuodostajia.
5. Yleiskaavan I mukaisten yhdisteiden
Ar - NH - NH - CO - NH2 (1)

jossa Ar merkitsee mahdollisesti aryyli-, alkoksi- tai halogeeni-
substituentin sisdltdvdd aryylitdhdettd,

kdyttdminen koeliuskojen valmistamiseksi hydroperoksidien tai
aineiden, joiden reagoidessa vapautuu hydroperoksidia sekd per-
oksidaasin tai peroksidaattisesti vaikuttavien aineiden osoitta-

mista varten.
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Patentkrav

1. Provremsa f6r bestidmning av hydroperoxider eller av sub-
stanser, vilka reagerar under frigéring av hydroperoxid, samt

av peroxidas eller peroxidatiskt verksamma substanser med hjilp
av stabiliserade oxidationsindikatorer under utnyttjande av hydro-
peroxiders eller peroxidatiskt verksamma substansers reaktioner
genom bestdmning av en firgfordndring p& i och f&r sig kdnt sé&tt,
kdnnetecknad dirav, att stabilisatorn 4r en l-aryl-

semikarbazid med den allminna formeln I
Ar - NH - NH - CO -‘NH2 (1)

vari Ar betecknar en eventuellt en alkyl-, alkoxi- eller halogen-
substituent inneh&llande arylrest.

2. Provremsa f&r bestidmning av glukos i kroppsvitskor enligt
patentkravet 1, k & nnetecknad ddrav, att som oxida-
tionsindikatorer anvindes f8reningar tillh&rande gruppen bensidi-

ner eller aziner.

3. Provremsa f8r best&mning av ockult blod i feces enligt pa-
tentkravet 1, k Ennetecknaid ddrav, att som oxidations-
indikator anvéndes guajakonsyra A med specifik extinktion Ei zm
vid 600 nm p& minst 200, bestdmd efter reaktipn med peroxidas och
vdteperoxid, eller f8reningar ur gruppen bensidin- eller azin-

gruppen.

4. Provremsa enligt ndgot av patentkraven 1-3, k E&nne -
t ecknad didrav, att biraren férutom stabilisatorn even-
tuellt innehdller ytterligare hjdlpmedel sdsom buffertar, viat-
medel, tjockningsmedel, skyddskolloider eller komplexbildare.

5. Anvadndning av fdreningar med den allminna formeln I

Ar - NH - NH - CO - NH2 (I)

vari Ar betecknar en eventuellt aryl-, alkoxi- eller halogen-
substituent inneh&llande arylrest,

tér framstdllning av provremsor f&r pdvisning av hydroperoxider
eller av substanser, vilka reagerar under frigéring av hydroper-

oxid, &dvensom av peroxidas eller peroxidatiskt verksamma substanser.
Viitejulkaisuja-Anf&rda publikationer
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