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£t middel til pévisning af narvarelsen af en sukkerart i en
atter en peroxidase, en sukkeroxidase og en

hvor R-substituenterne, der er ens eller forskellige, er som
ovenfor angivet, eller hvor to af R-substituenterne bundet til
et fzlles atom tilsammen danner en lukket ring med fra 3 til
ca. 6 atomer, hvilken ring er mettet, umattet eller aromatisk,
og hvor R' betyder hydrogen eller en alkyl- eller alkenylgrup-
pe med fra 1 til ca. 20 carbonatomer.

forsggspreve omf,
chromogen forbindelse med formlen

Et testmateriale til den navnte pavisning omfatter en barerma-
trix, der er inkorporeret sammen med det ovenfor navnte mid=-

i hvilken R og Rx, der er ens eller forskellige, er hydrogen, el
el.

lavere alkyl, lavere alkoxy, aryl eller aryloxy, eller i hvil-

ken substituenterne R® tilsammen omfatter +CHZ}n, hvor n er 1
eller 2, samt yderligere en virkningsforggende forbindelse med

strukturen
R (o]
! R' cl eller R.N+O
oo, 050, 3

R \NRZ

Midlet og testmaterialet udviser overraskende h¢j sensitivitet
over for lave glucosekoncentrationer, stgrre blafarvestabili-
tet ved hgje glucosekoncentrationer eller begge dele, og mid-
let kan med fordel anvendes til pavisning af f.eks. glucose i

urin,
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Den foreliggende opfindelse angdr et middel til pavis-
ning af tilstedevarelsen af glucose i en forsggsprgve, hvilket
middel omfatter en peroxidase, glucoseoxidase og en chromogen

forbindelse med strukturformlien

R R R R

R.I NRZ

R R* R* R

i hvilken R og RX, der er ens eller forskellige, er hydrogen,
lavere alkyl, lavere alkoxy, aryl eller aryloxy, eller i hvil-
ken substituenterne R tilsammen omfatter.%CH2+n, hvor n er 1
eller 2.

Opfindelsen angdr ogsd et testmateriale, der indehol-
der det her omhandlede middel, til p&visning af glucose i en
forsggsprgve, hvilket materiale omfatter et barermateriale,
hvori der er inkorporeret en peroxidase, glucoseoxidase og en
chromogen forbindelse med den ovenfor angivne strukturformel.

Analysen af forsggsprgver for tilstedevarelsen af suk-
kerarter finder anvendelse pé mange omrdder, der ikke har ind-
byrdes forbindelse. Den foreliggende opfindelse har sdledes
relation til s& forskellige grene af teknikken som bryggeriin-
dustrien, biokemisk research og medicinsk diagnostik. I f.eks.
bryggeriindustrien omdannes stivelse til sukkerarter, f.eks.
maltose, inden den egentlige fermentering. Nervarelsen af mal-
tose overvéges derfor omhyggeligt til sikring af he¢je udbyt-
ter ud fra‘kornudgangsmaterialet. Mange biokemiske systemer
kraver glucose i omhyggeligt requlerede koncentrationer som
deres celleenergikilde, og undersggelsen af sddanne systemer
ngdvendigggr, at disse koncentrationer overvdges ngje. I den
medicinske profession anvendes sukkeranalyse i stor udstrak-
ning til diagnosticering og kontrol med s8danne lidelser som
diabetes mellitus, der viser sig ved abnormt h¢je glucose-

koncentrationer i blodet og i urinen.
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Den foreliggende opfindelses anvendelsesmuligheder ud-
str&kker sig sadledes til hgjst forskellige felter. Opfindel-
sen kan udnyttes alle steder, hvor sukkeranalyser er eller
bliver af signifikant betydning, det vare sig ved brygning,

i naeringsmiddelindustrien, i videnskabelig research eller in-
den for medicinen.

Sukkeranalysens historie er mdske mest bemzrkelsesvar-
dig, fordi denne analysetype er blevet @ndret drastisk gen-
nem arene, bade med hensyn til den anvendte grundlaggende ke-
mi og med hensyn til omfanget. For det meste kan disse analy-
ser karakteriseres som indebarende oxidationssystemer, der,
nar de reduceres, initierer reaktionsbetingelser, der fgrer
til et detekterbart respons, f.eks. en farveandring eller an-
dring i bglgelangden af ultraviolet lys absorberet eller re-
flekteret af systemet. Reducerende sukkerarter vil sdledes om-
danne sglvoxid til metallisk sglv, og-hvis en oplgsning af suk-
kerarten pafgres et stykke filtrerpapir impragneret med sglv-
oxid, udvikles der en sort-plet, jfr. F. Feigl, Chem. Ind.,
vol. 57, side 1161, London (1938). P& lignende mé&de giver o-
-dinitrobenzen og 3,4~ og 3,5-isomerene af dinitrophthalsyre
en fglsom farvereaktion (dannelse af violette toner) ved op-
varmning med recuderende sukkerérter i Na2C03, jfr. T. Momose
et al., Chem. Pharm. Bull. Tokyo, vol. 12, side 14 (1964), og
F. Feigl, Spot Tests in Organic Analysis, 7th Ed., side 338-
-339, Elsevier Publ. Co., New York (1966).

S& tidligt som i 1849 var det imidlertid kendt, at re-
ducerende sukkerarter ville fordrsage feldning fra en alkalisk
oplgsning af CuS0, af det gule til rg¢de kobber(I)oxid (eller
oxyhydrat), jfr. H. Fehling, Ann., vol 72 (1849), se ogsad B.
Herstein, J. Am. Chem. Soc., vol 32, side 779 (1910). Denne
tidlige milepal, der er kendt som Fehling's prgve, gav in-
citament til udviklingen af en langt mere fglsom prgve, ved
hvilken der anvendes sglvoxid i ammoniak, det sakaldte Tol-
lens' reagens, der reagerer let med reducerende midler til
dannelse af en sort faldning af metallisk sglv, som ofte danj
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ner et spejl p& de indre vagge af glasreaktionsbeholdere, jfr.
B. Tollens, Ber., vol. 14, side 1950, (1881), samt vol. 15,
side 1635 og 1828 (1882). '

P& grund af den forholdsvis store hyppighed af diabe-
tes mellitus og denne lidelses ledsagende élvorlige kliniske
konsekvenser er der fra de biologiske og medicinske profes-
sioner udvist stor interesse i nye metoder til analyse af
glucoseniveauer i urin og serum. Denne dybe interesse har fgrt
til udviklingen af flere nye metoder, der afviger drastisk fra
deres oplgsningskemiske forgangere. Ved disse metoder anven-
des der sarligt udtenkte biokemiske systemer, der kan inkor-
poreres i tgrre "dyp—og-aflas“-materialer, anvendes i oplgs-
nings- eller suspensiohsteknik eller i forbindelse med spek-
trofotometre eller andet apparatur.

Blandt disse nye metoder bygger opfindelsen pé et en-

zymatisk system, hvori analyten, glycose, er et substrat for
et bestemt enzym, idet reaktionsprodukterne er i stand til
at fremkalde et detekterbart respons fra en familie af indi-
katorforbindelser, der groft betegnet kendes som "indikator-
rer af benzidintypen". Disse skal defineres narmere i det
fgplgende, men det er her tilstrakkeligt at anf¢fe, at disse
forbindelser undergdr farveandringer i narverelse af hydro-
genperoxid og enzymet peroxidase. Glucose-glycoseoxidase-sy-
stemet er et eksempel pd den kendte teknik, if¢1ge hvilken
glucose. oxideres til glyconsyre under samtidig dannelse af

Hy0, i overensstemmelse med ligningen:

CH,0H : CHaOH ‘ HZOH
OH glucoseoxidase _ A 0-529} H/6" é =0
b\ O H ? 4O\OH H HO\OH
H FAD  FADH, H OH H OH
02
H,0,

g-D-glucose T §- gluconolacton D-gluconsyre
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Det er den samtidige dannelse af hydrogenperoxid, der
sammen med de fglgende, indikator-relaterede trin, fgrer til
iagttagelig farvedannelse eller et andet detekterbart respons.
En indikator af benzidintypen giver sdledes respons i narve-
relse af hydrogenperoxid og peroxidase ved a@ndring af sin lys-
absorptionsevne.

I praksis anvendes denne teknologi i ¢gjeblikket til
glucoseanalyse i form af "dyp-og-aflas"-strimler sdsom de,
der markedsfgres af Ames Diyision of Miles Laboratories, Inc.,
under varemarket CLINISTIX og andre. Stort set omfatter dis-
se en plaststrimmel, ved hvis ene ende der er anbragt en ab-
sorberende papirdel impragneret med de anvendte enzymer, indi-
katorforbindelse og puffermidler som de aktive hovedbestand-
dele. De anvendes ved dypning af den reagens-barende ende i
fors¢gépr¢ven, fjernelse deraf og sammenligning af den far-
ve, der er dannet i papiret, med et standard—farvekort, der
er kalibreret til forskellige glucosekoncentrationer.

Skgnt mekanismen ved farvedannelse ved benzidintype-
-indikatorer i narverelse af H,0, og peroxidase ikke er kendt
med fuldstendig sikkerhed, er det kendt, at der fremkommer
to efter hinanden fglgende farveformer: en fgrste art, der
har bld farve, og en anden, der er brun. Eftersom den blé
art har tendens til at vare en overgangsform, der til slut
metamorfoseres til den brune, er det ngdvendigt at iagttage
farveeandringen i en bestemt, foreskrevet tid. I modsat fald
mistes den sande signifikans af farveandringen, idet svage
skar af blat, der let kan skelnes, giver plads for de min-
dre let interpréterede brune toner. Jo hg¢jere sukkerkoncen-
trationen er i forsggsprgven, desto mere alvorligt bliver
dette problem p& grund af vanskeligere detektering ved de
hg¢jere omrdder af sukkerkoncentrationer. Det ses sdledes,
at det er i hgj grad fordelagtigt at forgge varigheden af
den bl& farveart, hvorved man tillader st¢rre differentie-
ring mellem sukkerkoncentrationer og tillige tilvejebringer

hgjere grenser for de detekterbare koncentrationsomrdder.
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Da endvidere analytiske hjazlpemidler sésom reagensstrim-
ler ikke anvendes umiddelbart efter fremstillingen, men sadvan-
ligvis opbevares i forholdsvis lange tidsrum, Og da en for lang
tid mellem fremstilling og anvendelse kan resultere i et tab af
effektivitet, kan en forgget opbevaringsbestandighed vare en
udtalt fordel: jo bedre opbevaringsbestandighed, desto mere pa-
lidelige analyseresultatef.

Opfindelsen angar séledes et glucose-sensitivt middel
og testmateriale, hvori der ggres brug af det ovenfor beskrev-
ne, kendte enzym-benzidintype-indikator-system. Opfindelsen
g&r imidlertid ud over dette system ved at tilvejebringe for-
bedret stabilitet af den intermediare bla farveform samt for-
gget opbevaringstid, dvs. oplagringsbestandighed.

Der er blevet meddelt adskillige patenter, der kan an-
ses for relevante i forbindelse med den foreliggende opfindel-
se. I USA-patentskrift nr. 2.848.308 beskrives den grundlaggen-
de enzymkemi, ifglge hvilken glucoseoxidase, peroxidase og en
indikator af benzidintypen anvendes 1 en reagensstrimmel til
bestemmelse af glucose i urin eller en anden legemsvaske. I
USA-patentskrift nr. 3.753.863 beskrives anvendelsen af lavere
alkan-polyoler til "stabilisering" af indikatoroplgsninger af
benzidintypen. I USA-patentskrift nr. 4.071.317 beskrives sta-
biliseringen af et for okkult blod sensitivt middel ved anven-
delse af visse sulfon-, sulfoxid- og amidforbindelser som for-
tyndingsmidler under fremstillingen af midlet. Dette sidstnavn-
te middel omfatter en organisk hydroperoxidforbindelse og en
indikatorforbindelse, f.eks. af benzidintypen. I USA-patent-
skrift nr. 3.642.444 er der beskrevet et reagens til analyse
af aldohexoser og aldopentoser, hvilket reagens indeholder di-

methyléulfoxidrog en aromatisk amin, og i dansk patentansgg-

"ning nr. 376/76 er der beskrevet et middel og et testmateria-

le til pavisning af glucose eller galactose, hvilket middel
henholdsvis materiale indeholder glucoseoxidase eller galac-
toseoxidase, peroxidase, en chromogen forbindelse som oven-

for angivet samt celluloseacetatphthalat.
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Til opsummeriné af teknikkens stade forud for narve-
rende opfindelse kan det anfgres, at sukker-sensitive kemiske
reaktioner begyndte at vise sig pa det analytiske'omréde sa
tidligt som i midtenraf det 19.arhundrede med fremkdmsten af
Fehling's oplgsning og Tollens' reagens. De fleste af de

"rent kemiske systemer", der siden er fremkommet, er i vid

‘udstrazkning blevet overlejret af biokemiske systemer, iser de,

der omfatter en sukkeroxidase, peroxidase og en peroxid-sensi-
tiv indikator af benzidintypen. Disse sidstnavnte indikator-
forbindelser er blevet angivet at blive stabiliseret ved nar-
vaerelsen af lavere alkyl-polyoler. Endélig angives det, at
et middel, der er sensitivt over for nervarelsen af okkult
blod i urin, kan stabiliseres, s&fremt det fremstilles i ner-
vaerelse af visse sulfon-, sulfoxid- og/eller amidforbindelser.
Imidlertid er der i den kendte teknik.intet, der leder tanken
hen p& det her omhandlede glucose-sensitive middel og testma-
teriale.

Sagt i korthed angdr opfindelsen et forbedret middel
og testmateriale til bestemmelse af glucose i en fbrs¢gspr¢ve.
Midlet, der er af den i det foregdende angivne art, er ejen-
dommeligt ved, at det yderligere omfatter en virkningsforggen-

de forbindelse med strukturformlen

R 0
staho ; O%%%%PO ’ R'——C4¢ eller R3Nf}0
R NRZ

hvor R-substituenterne, der er ens eller forskellige, er som
ovenfor angivet, eller hvor to af R-substituenterne bundet
til et fzlles atom tilsammen danner en lukket ring med fra 3
til ca. 6 atomer, hvilken ring er mattet, umettet eller aro-
matisk, og hvor R' betyder hydrogen eller en alkyl- eller al-
kenylgruppe med fra 1 til ca. 20 carbonatomer.

Testmaterialet ifglge opfindelsen, der er af den i det

foregdende angivne art, er ejendommeligt ved, at der i barer-
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materialet yderligere er inkorporeret en virkningsforggende
forbindelse som ovenfor defineret, og pavisningen sker ved
at bringe forsggsprgven i kontakt med midlet eller testmate-
rialet, hvorp& man iagttager ethvert detekterbart respons.

Det her anvendte udtryk "lavere alkyl" betyder en al-
kylgruppe med fra 1 til ca. 6 carbonatomer, herunder methyl,
ethyl, propyl, isopropyl, cyclopropyl, butyl, isobutyl, »
tert.butyl, cyclobutyl og alle pentyl- og hexylisomere. Ved
"lavere alkyloxy" skal der forstds ethergruppen R-O-, hvor R
er lavere alkyl. "Aryl" betegner phenyl eller med lavere al-
kyl substitueret phenyl.

Ngglen til tilvejebringelsen af et detekterbart re-
spons pa& tilstedevarelsen af glucose-analyten under anven-
delse af glucoseoxidase-metoden er kombinationen af peroxid
og indikator af benzidintypen. Som fglge heraf indeholder
midlet ifglge opfindelsen ud over glucoseoxidase og enzymet
peroxidase en chromogen indikatorforbindelse af benzidinty-
pen. Betegnelsen "indikator af benzidintypen" skal betegne

enhver forbindelse med strukturformlen

R R R R
RN NR;
R R* “R* R

hvor R, RX, der er ens eller forskellige, er hydrogen, lave-
re alkyl, lavere alkyloxy, aryl eller aryloxy, eller hvor
substituenterne R® tilsammen omfatter +CH2%n, hvor n er 1 el-
ler 2. S&danne forbindelser omfatter benzidin, o-tolidin, 2,7-
~diaminofluoren, en 3,3',5,5"'-tetra-(lavere alkyl)-benzidin,
f.eks. 3,3',5,5'—tetramethylbenzidin, i det fglgende kaldet
tetramethylbenzidin, og de forskellige N-substituerede benz-
idinderivater.

Den virkningsforggende forbindelse i det forbedrede glu-

cosepévisningsmiddel kan antage fire grundleggende strukturer
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som angivet i det foregdende. Blandt de forbindelser, der be-
dgmmes som sarligt egnede, er dimethylsulfon, dimethylsulfoxid,
pentamethylensulfoxid, formamid, N,N-dimethylformamid, acet-
amid, N,N-dimethylacetamid, N,N-di-(B-hydroxyethyl)-acetamid,
cocoyldiethanolamid, talloyldiethanolamid, tallowyldiethanol-
amid, trimeﬁh&laminoxid, pyridin-l-oxid, 3-hydroxypyridin=-l-
-oxid, 4-methylpyridin-l-oxid og 2-chlorpyridin~l-oxid. Disse
forbindelser reprasenterer naturligvis ikke alle de virknings-
forggende forbindelser, der falder ind under-den angivne defi-
nition, og man er i ¢jeblikket ikke bekendt med nogen forbin-
delse, som tilfredsstiller de foregdende kriterier, men som
ikke giver de omhandlede virkninger med hensyn til forbedret
farvestabilitet og forgget opbevaringsstabilitet.

Med "cocoyldiethanolamid" menes amidet af diethanolamin
og en fedtsyreblanding, hvilket er kommercielt tilgengeligt
som Ninol 2012 Extra og fremstilles af Stepan Chemical
Comapny, Northfield, Illinois. Med "talloyldiethanolamid" me-
nes amidet af diethanolamin og tallolie, hvilket er tilgan-
geligt som NimiLGngOl, og med "tallowyldiethanolamid" menes
amidet af diethanolamin og talgolie, hvilket er tilgengeligt
som Ninol @ 201; begge de sidstnavnte produkter fra Stepan

‘Chemical Company.

Glucoseanalyser udfgrt under anvendelse af det her om-
handlede middel kan udfgres pd flere mdder. En oplgsning el-
ler suspension af midlet i vand eller et andet egnet oplgs-
ningsmiddel kan anvendes, idet en portion af forsggsprgven
kan sattes dertil. Alternativt kan en portion af midlet sat-
tes til en pletpladeudboring eller et pletpladehul indehol-
dende en forsggsprgve, der skal undersgges.

En tredie madde til analysen bestar i at anvende et
barermateriale, hvori midlet er inkorporeret. Et sadant ma-
teriale omfatter almindeligvis en aflang plaststrimmel, pa
hvis ene ende der er monteret en barermaterialedel, hvori
midlet er inkorporeret, idet den anden ende af strimlen tje-

ner som hé&ndgreb. Plaststrimmeldelen maler almindeligvis ca.
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8 x 0,5 cm, idet bazrermaterialedelen har dimensioner pa ca.
0,5 x 0,5 .cm, omend disse dimensioner pd ingen méde er kri-
tiske.

Det barermateriale, der anvendes til udformningen af
testmaterialet, kan antage mangfoldige former. I USA-patent-
skrift nr. 3.846.247 beskrives sdledes anvendelsen af filt,
porgse keramiske strimler og vavede eller matterede glasfi-
bre. Yderligere beskrives der i USA-patentskrift nr.
3.552.928 anvendelsen af smd absorberende trastykker, klzde,
svampemateriale og leragtige stoffer. Anvendelsen af fiber-
flor af syntetisk harpiks og af glasfiberfilt som barermate-
riale er foresldet i britisk patentskrift nr. 1.369.139. I
et andet britisk patentskrift nr. 1.349.623, foreslds anven-
delsen af et lyspermeabelt netvark af tynde filamenter som
dzkke for et underliggende papirmateriale. Polyamidfibre fo-
reslés i fransk patentskrift nr. 2.170.397. Til trods for

disse forslag er det materiale, der overvejende anvendes i

teknikken som barermateriale, og som er szrlig egnet i for-

bindelse med den foreliggende opfindelse, et sugende papir
s&som filtrerpapir. Det vil sdledes ses, at der forefindes
en lang razkke muligheder med hensyn til udvelgelsen af et
egnet materiale til brug som et barermateriale, og at dette
kan antage forskellige fysiske former. Alle disse typer skal
betragtes som verende inden for opfindelsens rammer.

Testmidlet kan inkorporeres i et barermateriale pé
mange madder, der er kendt for en person med rimeligt kend-
skab til omradet. En mdde er at lede et vav af barermate-
rialet genhem et impragneringsbad indeholdende testmiddel-
bestanddelene, sdledes at materialet bliver grundigt gen-
nemmattet med impragneringsoplgsning. Det mettede materia-
le tgrres derpd, f.eks. i en ovn ved SOOC, hvorved man op-
nar testmidlet inkorporeret i materialet. '

De fglgende eksempler tjener til narmere belysning
af opfindelsen, herunder de foretrukne udfgrelsesformer for

denne.

" DK 156667B
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Eksempel 1-12
Forskellige virkningsforggende forbindelser og deres virknin-

ger pd et glucose-sensitivt reagenssystem.

Der udfgres forsgg under anvendelse af et glucose-sen-
sitivt reagenssystem indeholdende glucoseoxidase, peroxidase
og o-tolidin i vand. Til aliquoter af denne blanding sattes
der lige store vegtmengder af forskellige virkningsforggende
forbindelser, idet én aliquot anvendes som kontrol.

Det til grund liggende reagenssystem indeholder fgl-
gende bestanddele.
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o-Tolidin-+2 HCl

Poly(vinylpyrrolidon)
(10 vagtprocent i vand)

oN ¥ 870 polyethoxyleret fedtalkohol
(General Aniline & Film Corp.)

Ethanol (denatureret med 5 ml
methanol pr. 100 ml)

Tris-puffer x

Gantrez AN-139 (copolymer af malein-
syreanhydrid og vinylether fra
G.A.F. Corporation) (10 vagt% i vand)

Ascorbinsyre (10 vagtprocent i vand)

Glucoseoxidase i vand (5000 I.U. pr.
ml, fra Marschall Division af Mi-
les Laboratories, Inc.)

Peberrods-peroxidase (68 I.U. pr.
milligram, fra Miles Laboratories,
Inc.)

Destilleret vand

% En blanding bestdende af:
Vand 208,0
Tris-hydroxymethylaminomethan

(Fisher Scientific) 22,5
Trisnatriumcitrat 27,2
Glutaminsyre 27,0
Citronsyre 6,16

0,50

60,0

0,50

36,0

47,0

15,0

15,0

0,50
26,5

Q Qa 1 \q

DK 156667B

gram (g)

milliliter (ml)

ml

ml

ml

ml

g
milligram (mg)
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Den resulterende blanding opdeles i 12 aliguoter pa
hver 19 ml, og til 11 af disse aliquoter sazttes der resp. 0,1 g
af hver af de specifikke virkningsforggende forbindelser, der
er angivet i tabel I, idet den tolvte aliquot tjener som kontrol.

En 1,0 ml portion af hver fremstillet aliquot samt kon-
trolprgven uden nogen virkningsforggende forbindelse anbringes
hver i sarskilte udboringer eller huller i en pletplade. Til
hver portion sattes der derp& en ringe mazngde af en vandig op-
1gsning af glucose (1,0 vagt% i vand), idet der tilsettes en
indledende dosis pé& 1 microliter (pl), og man iagttager enhver
farvedannelse og den tid, det tager for denne at fremkomme. Der
fortsazttes med tilsatning af glucose til bestemmelse af den to-
tale mangde, der er ngdvendig til at frembringe en brun farve-
dannelse i pladeudboringen. Glucosetilsatningen udfgres under
anvendelse af en kalibreret injektionssprgjte (Hamilton Series
No. 700, kapacitet 10 pl). Mazngden pad 1 pl tilsattes omgaende
p& én gang. Der tilsattes ikke mere glucose, fgrend tiden for
den blad farvedannelse er noteret. Den yderligere glucose til-
szttes derefter, i hvert enkelt tilfzlde i lgbet af mindre end

60 sekunder.
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Tabel I viser de opndede data for 1l praparater ifglge
opfindelsen og for kontrolpraparatet. Hver af de afprgvede virk-
ningsforggende forbindelser resulterede i en markant forbed-
ring i forhold til standard-glucosepraparatet. Eksemplerne 2-12
(ifgplge opfindelsen) viser sdledes indledende bld farvedannelse
ved indledende glucose-inokulering efter kun 0-10 sekunder
(urinstof, der er en undtagelse, kraver 60 sekunder, jfr. ek-
sempel 4), medens der ifglge eksempel 1 (kontrol) uden tilsat-
ning fgrst forekommer indledende bld farvedannelse efter 60 se-
kunder. Disse data viser, at de virkningsforggende forbindelser
markant forgger sensitiviteten af kontrolsystemet i forbindelse
med smd@ glucosekoncentrationer.

Tabel I viser yderligere uventede fordelagtige resulta-
ter. De data, der vedrgrer dannelsen af den brune farveform af
o-tolidin (hgjre kolonne), viser, at denne ugnskede indikator-ma-
nifestation ophaves drastisk, nér en af de her omhandlede virk-
ningsforggende forbindelser er til stede, medens de angivne
kontroldata viser brunfarvning efter tils@tning af en forholds-
vis ringe mengde glucose. I eksempel 1 (kontrol) fremkommer der
sidledes brunfarvning efter tilsatning af 20 ul af glucosen, hvor-
imod ifglge eksemplerne 2-12 brunfarvning fgrst forekommer efter
tilsetning af 28-90 pl af glucoseoplgsningen.

Til sammenfatning af signifikansen af eksemplerne 1-12
kan det anfgres, at de virkningsforggende forbindelser forbed-
rer reagenset ifglge den nuvarende kendte teknik til glucosebe-
stemmelse ved (a) frembringelse af den indledende bléd farve be-
tydeligt hurtigere, hvilket betyder forbedret sensitivitet for
lave koncentrationer af glucose, og (b) forsinkelse af pébegyn-
delsen af ugnsket brun farvedannelse, indtil der tilsattes me-
get stgrre mengder glucose. De virkningsforggende forbindelser
forbedrer siledes kontrolpraparatets respons pd savel hgje som

lave glucosekoncentrationer.
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Eksempel 13-24
Testmaterialer fremstillet ud fra midlerne ifglge eksem-

pel 1-12.
De 12 ovenfor omtalte aliquoter, der indeholdt oplgs-

ningerne ifglge eksemplerne 1-12, anvendes til fremstilling
af testmaterialer. Hvert materiale omfatter en strimmel
Trycite (polystyren) med stgrrelsen ca. 8 x 0,5 cm, og til
den ene ende af strimlen er der fastgjort et kvadrat af Eaton
and Dikeman 204 filtrerpapir med mdlene 0,5 x 0,5 cm. Dette
papirbarermateriale fastggres til den anvendte Trycite un-
der anvendelse af Double-Stick , en dobbeltsidet adhasiv
strimmel, der kan f&s fra 3M Company. Nar strimlerne saledes
er fremstillet, dyppes et sarskilt sat strimler i hver oplgs-
ning ifglge eksemplerne 1-12 og tgrres ved 50°C i en luftovn
i ca. 10 minutter, hvorved der frembringes &t kontroltestma-
teriale (reagens fra eksempel 1) og 11 szt testmaterialer
ifglge den foreliggende opfindelse (reagenser ifglge eksemp-
lerne 2-12).

Hvert szt reagens-bazrende materialer afprgves dérpé '
ved dypning af reagens-delene deraf i glycose-testoplgsnin-
ger med forskellige koncentrationer til fastlaggelse af ter-
skel-glucosekoncentrationer for fremkomsten af de bld og bru-
ne farveformer af o-tolidin-indikatoren. Til dette formdl an-
vendes der testopl¢sninger af glucose i vand med koncentra-
tioner p& O, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000
og 5000 milligram glucose pr. deciliter (mg/dl). De fremkom-
ne data for de respektive sat af testmaterialer fremgar af

den fglgende tabel II.
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De i tabel II angivne data viser klart, at der opnéas
et i hgj grad forbedret glucose-sensitivt testmateriale ved
anvendelse af de her omhandlede virkningsforggende forbindel-
ser. Kontrolmaterialerne ifglge eksempel 13 udviser en nappe
skelnelig blad tone ved dypning i glucoseoplgsningen med
20 mg/dl og begynder at blive brun ved 1000 mg/dl glucose. Al-
le de andre szt materialer fra eksemplerne 14-24 giver bedre
resultater. Nar der f.eks. sattes Ninol(E)ZOlZ Extra, 2-chlor-
~pyridin-l-oxid og tetramethylensulfon, jfr. eksempel 15, 23
og 20, til praparatet, fremkommer der aldrig nogen brun farve,
selv ved en glucosekoncentration pd& 5000 mg/dl. Endvidere er
den indledende bla farve, der f&s med materialerne ifglge ek-
semplerne 14-24, hver gang mgrkere end farven fra eksempel 13,
kontrollen. I alle de tilfalde, hvor reagenssammensatningen in-
deholder en virkningsforggende forbindelse, udviser det resul-
terende materiale bedre sensitivitet over for lav glucosekon-
centration, stgrre blafarvestabilitet ved hgje glucosekoncen-

trationer, eller begge dele.
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Patentkratvw.

1. Middel til pavisning af tilstedeverelsen af gluco-
se i en forsggsprgve, hvilket middel omfatter en peroxidase,
glucoseoxidase 09 en chromogen forbindelse med strukturform-

len
R R R R

R, N NR,

R R¥ R* R

i hvilken R og Rx, der er ens eller forskellige, er hydrogen,
javere alkyl, lavere alkoxy, aryl eller aryloxy, eller i hvil-
ken substituenterne R> tilsammen omfatter fCHz%n, hvor n er 1
eller 2, kendetegne t ved, at midlet yderligere om-

fatter en virkningsforggende forbindelse med strukturformlen

R 0
Y o?
RS>0 , 0<%830 R'-C eller R N—>0
R NR,

hvor R-substituenterne, der er ens eller forskellige, er som
ovenfor angivet, eller hvor to af R-substituenterne bundet til
et fzlles atom tilsammen danner en lukket ring med fra 3 til
ca. 6 atomer, hvilken ring er maettet, umattet eller aromatisk,
og hvor R' betyder hydrogen eller en alkyl- eller alkenylgrup-

pe med fra 1 +il ca. 20 carbonatomer.

2. Middel ifglge krav 1, kendetegnet ved, at
den virkningsforggende forbindelse er R28—>O.

3. Middel ifglge krav 1, k en detegnetved, at

den virkningsforggende forbindelse er
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R
0<-5->0 .
R

4., Middel ifglge krav 1, k end et egne t ved,

at den virkningsforggende forbindelse er

0
4
R'—C .

N\

‘NR2

5. Middel ifglge krav 1, k ende t egmne t ved,
at den virkningsforggende forbindelse er R3N~>O.

6. Middel ifglge krav 1-5, k end et egmne t ved,

at den chromogene forbindelse er tetramethylbenzidin.

7. Testmateriale indeholdende et middel ifglge krav 1
til p&visning af glucose i en forsggsprgve, hvilket materiale
omfatter et barermateriale, hvori der er inkorporeret en per-
oxidase, glucoseoxidase og en chromogen forbindelse med struk—
turformlen

R R R R

RN NR,

R R¥ R* R

i hvilken R og RX, der er ens eller forskellige, betyder hy-
drogen, lavere alkyl, lavere alkoxy, aryl eller aryloxy, el-

ler hvor substituenterne Rx tilsammen omfatter %CHz%n, hvor

-ner 1leller 2, kendetegnet ved, at der 1 barerma-

terialet yderligere er inkorporeret en virkningsforggende for-

bindelse med strukturen
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R (6]
! . /
RZSe»O , 0<5>0 , R'-C eller R3N€>O
¥
R NR2

hvor R-substituenterne, der er ens eller forskellige, ef som
ovenfor angivet, eller hvor to af R-substituenterne bundet
£il et falles atom tilsammen danner en lukket ring med fra

3 £il ca. 6 atomer, hvilken ring er mettet, umattet eller
aromatisk, og hvor R' betyder hydrogen eller en alkyl- eller
alkenylgruppe med fra 1 til ca. 20 carbonatomer.

8. Testmateriale ifglge krav 7, k ende tegnet

ved, at den chromogene forbindelse er tetramethylbenzidin.
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