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(54) Zpasob fotometrického stanoveni hemoglobinu

" (57) ReSen{ umoZnuje specifické a pfesné

stanoven{ hemoglobinu, zejména za p¥itomnos-
ti oxyhemoglobinu, methemoglobinu a karbonyl-
hemoglobinu. Zplsob vynik4 analyticky dosta-
te¢né rychlou tvorbou fotometrické komponenty,
vhodnou zejména pro automatizované stanove-
ni hemoglobinu. Vyhodou je také pouZiti
snadno dostupnych, levnych, neagresivnich

a netoxick§ch chemikdlif a &inidel p¥i
stanovenf{. P¥i zpisobu fotometrického
stanoven{ hemoglobinu se plisobenim pufru

typu aminoalkoholu, zejména Tris (hydroxy-
met¥l)-aminomethanu za p¥itomnosti iontd

Fe2t a komglexotvorného &inidla iontd

Fe2* a Fe3*, zejména solf ethylendiamino-
tetraoctové kyseliny na oxyhemoglobin

a/nebo methenoglobin vznik4 derivat, jeho%
molekulové spektrum a stabilita v roztoku
jsou identické s karbonylhemoglobinem.
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Vyndlez se tyk4 zpusobu fotometrického stanoveni hemoglobinu, zalo¥eného na konverzi
oxyhemoglobinu ve vodném prost¥edf p¥i pH 6 5 a¥ 9 G&inkd iontd Fe2 , peroxidu vodiku a
komplexotvorného &inidla (iontd re?t a rel Yy, zejména solf ethylendiaminotetraoctové kyseliny
nebo citratd, oxaldtd nebo vinand vhodnych fotometrickych vlastnosti. P¥i koncentraci hemoglobi-~
nu do 10)1mol.l—1 1ze za uvedenych podminek doséhnout kvantiativni konverze také bez p¥itomnos-
ti peroxidu vodiku a obdobn& reaguje také methemoglobin.

Principem stanoveni hemoglobinu je p¥em&na vSech pZf{tomnych hemoglobinovych derivitl
na jednotny produkt optimdlnich fotometrickych vlastnosti. V soudasné dobé& se k tomuto
stanovenf nejdast&ji pouZivd metoda kyanmethemoglobinov4, metoda konverze na alkalicky
hematin, event. karbonylhemoglobin. Krom& prokazatelnych vyhod md metoda kyanmethemoglobinové
také nékteré nevyhody, spo&ivajici zejména: reagena obsahuje toxicky kyanid, a proto je
t¥eba s &inidlem zachizet velmi opatrn&, transformadni roztok je labilnf na svétle (i ve
tm& neni stabilita v&ts{ ne¥ 6 mésicl), koncentrace reak&nich komponent, zejména kyanidu,
je velmi kritické a lze ji obti#n& testovat, reak&n{ rychlost konverze n&kterych derivaty,
zejména karbonylhemoglobinu je relativné& nizkd, co? je nevyhodou p¥i rychlé m&fici periodg,
zejména p¥i automatizovanych analyzéch. Nevyhodou metod alkalického hematinu je nutnost
pouzivat koncentrovangch roztokd hydroxidu. P¥i konverzi na karbonylhemoglobin d&inkem
plynného oxidu uhelnatého je nevfhodou toxicita a omezend moZnost automatizace stanoveni.

V¢¥e uvedené nevyhody eliminuje zpisob fotometrického stanovenf hemoglobinu podle
vynélezu, jeho% podstata spo&ivd v tom, Ze do roztoku pufru typu aminoalkoholu, zejména
shrix (hydroxymethyl)-aminomethanu s komplexotvornym ¢inidlem, zejména soli ethylendiamino-
tetraoctové kyseliny se p¥id4d roztok ionti Fe2+ se zm&¥{ absorbance sm&si proti sm&si bez
hemoglobinu p#¥i vlnové délce 420 nm v dob& od 30 sec, do 20 min. po smf{chénf, p¥ilem? mnoZstvi
hemoglobinu musi byt v rozmezi 0 a% 6 mmold na 1 ml smési.

Vyhodou zplisobu podle vyndlezu je, Ze umoffiuje stanoveni hemoglobinu za kineticky
vyhodnych podminek, zejména za p¥itomnosti oxyhemoglobinu, methemoglobinu a karbonylhemo-
globinu. Reakdni rychlost p¥em&ny oxyhemoglobinu a methemoglobinu umoZfiuje provédd&t m&¥eni
do 30 sekund a produkt je stabilnf nejmén& po dobu 20 minut.

vVlastni stanoven{ je mo¥no provddét bud jako jednostupfiovou reakci hemoglobinu a &inidla
vgte uvedenych koncentraci reak&nich komponent, nebo jako dvojstuphovou s postupnym p¥iddnim
hemoglobinu a iontl Fe2+. P¥i odd¥leném uchovAni roztoku pufru s dvojdraselnou soli kyseliny
ethylendiaminotetraoctové (KzEDTA) a FeZ;
delsf ne 6 m&sicd. V rozmez{ teplot 15 a% 35 O¢ nenf reakce mezi &inidlem a hemoglobinovymi

pt¥i 4 Sc je stabilita t&chto reak&nich komponent
derivaty vyznamndji z4vislé na teplotd.

Zpisob podle vyndlezu umo%fiuje specifické a p¥esné stanoveni hemoglobinu, zejména za
pEitomnosti oxyhemoglobinu, methemoglobinu a karbonylhemoglobinu. Zptisob vyniké analyticky
dostatedn& rychlou tvorbou fotometrické komponenty, vhodnou zejména pro automatizované
stanovenf hemoglobinu. V¢hodou je také poufitf snadno dostupnych, levnych, neagresivnich
a netoxickych chemik4lif a &inidel p¥i stanovenf.

P¥iklad 50/»1 roztoku vzorku, obsahujicf G,5 aZ 12 nmol hemoglobinu se napipetuje k 2 ml
Tris pufru 0,05 mol.l -1 pH 7,35, obsahujicimu 5 nmol.l -1 KZEDTA a pfid4d se 20/;1 roztoku
0,1 mol. 1_1 FESO, Vv 2 nmol.l” 1 2804+ Po mirném promichdni se zm&¥i absorbance vzorku v 1 cm
kyvet&ch proti slepému pokusu, pfipravenému stejnym zpisobem bez pfidavku hemoglobinu.
M&¥eni{ je vhodné provést v dob& od 30 sekund do 20 minut po p¥idént Fe?t p¥i vlnové délce

420 nm.

Obsah hemoglobinu se urd{ z pfedem p¥ipravené linedrni kalibra&ni z&vislosti standardnich
roztokd hemoglobinu, zpracovanych a vyhodnocenych stejnym zpisobem jako roztok vzorku.
Relativnf sm&rodatnd odchylka p¥i analfyze vzorku obsahujfciho oxyhemoglobin, methemoglobin
a karbonylhemoglobin mezi sériemi je do 3 &.
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P¥i stanoveni men$fch mno¥stvi hemoglobinu, eventudln& p¥i poZadavku dosa%enf{ v&tsf
sprédvnosti a pfesnosti stanoveni je vhodné poulit pro m&¥eni diferen®nfiho m&¥en{ p¥i 420 a
450 nm nebo metody deriva¥n{ spektrofotometrie. PY¥i deriva&nim zpisobu, se m&¥eni provadi
proti vzduchu, slepy pokus se neprovdd{. Vyhodnocuje se z&znam druhé derivace grafickym
zplisobem mezi sousednimi maximy deriva&nich amplidut.

P¥i stanoveni hemoglobinu v plné krvi, eventudln& analyze jinych tekutin obsahujfcich
intaktni erytrocyty je moZné pfedem provést hemolyzu fyzikAlnim zplisobem nebo b&%nymi chemickyg-
mi &inidly, zejména saponinem, Tritonem X 100 nebo Steroxem SE, nebo je moZné p¥idat n&ktery
z uvedenych hemolyza&nich prost¥edkl do pouZivaného Trisového pufru.

Zpisob fotometrického stanovenf podle vyndlezu je vhodny pro stanoveni hemoglobinu
v krvi i jinych té&lesnych tekutindch i vodnych roztocich hemoglobiﬁu umélého plvodu. P¥i
stanoveni v lidské krvi vyznamn& neinterferuji %4dné komponenty p¥{tomné za fyziclogickych
a patologickych stavid v krvi. hemoglobin F i jiné alternativnt hemoglobiny reaguji stejn&
jako hemoglobin A.

PREDMET VYNALEZU

Zplsob fotometrického stanoveni hemoglobinu, vyzna&ujfcf se tim, %e do roztoku pufru
typu aminoalkoholu, zejména Trix (hydroxymethyl)-aminomethanu s komplexotvornym &inidlem,
zejména soli ethylendiaminotetraoctové kyseliny se p¥idd roztok hemoglobinu a po p¥idéni
roztoku iontd Fe2+ se zm&¥{ absorbance sm@si proti smdsi bez hemoglobinu p¥i vlnové délce
420 nm v dob& od 30 sec do 20 min. po smichdni, pfiZem? mno¥stvi hemoglobinu musi byt v roz-

mezf 0 aZ 6 mmold na 1 ml sm&si.
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