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‘Piedmétem vyndlezu je stabilni enzymovy
pfipravek pro stanoveni mocoviny.

Stanoveni modoviny mé znalny analytic-
ky, ale zejména klinicky vyznam, nebot mo-
tovina je nejdileZit&j5im konetnym produk—
" tem metabolismu bilkovin.

Vi klinické biochemii je stanoveni moéo- .

viny v biologickém materidlu provadéno
nejéastdji fotometricky, napriklad reakci
s alfa-diketony a jejich oximy. V posledni
dob& &asto enzymovou metodou, kdy je mo-
govina specificky hydrolysovdna enzymem
ureasou na kyslignik uhli¢ity a amoniak, kte-
ry se pak stanovuje vhodnou analytickou
reakci, napiiklad jako barevny indofenol.
Enzymové stanoveni mocowny je specifickeé
a na rozdil od reakce mofoviny s alfa-dike-
tony nebo jejich oximy nevyZaduje zah¥ivé-
ni na vysokou teplotu. Vlastni enzymové re-
akce mocoviny s ureasou probiha s optim4l-
ni efektivitou ve vodnych roztocich o pH
6,0 aZ 8,5. Tyto roztoky musi byt vhodnym
zptisobem pufrovény, aby bylo zarufeno op-
timdlni pH enzymové reakce i po pridé4ni
analysovaneho vzorku, a aby byly vylouée—
ny i zmény pI-I amoniakem resultu]wlm pfi
hydrolyse mocoviny.

Velkou nevyhodou dosud zndmych c1n1-
del obsahujicich enzym ureasu je jejich niz-
k4 stabilita, nebot zejména ve vodnych réz-
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tocich je ureasa rychle inhibovédna, a to jiZ
-stopami téZkych kov. Podobn# jsou maélo

stabilni i ¢inidla obsahujici enzym ureasu
v pevném stavu, jsou-li vystavena wUCinkdm
atmosférické vihkosti. '
NeZadouci t&Zké kovy mohou byt do re-
akéni smési vnaSeny jako stopové netisto-
ty spolu s latkami uZivanymi jako pufry ne-

“bo v analysovaném materidlu.

K odstrangni shora uvedenych nedostatki
sméfuje stabilni enzymovy pripravek podle
vynédlezu, jehoZ podstata spo€ivd v tom, Ze
obsahuje . 0,05 aZ 40 dild hmotnostnich
ureasy o specifické aktivité 1000 aZ
1500000 U/g, 1 aZ 10 dilt hmotnostnich
pufrujici sloZky, nap¥iklad 5,5’-diethylbarbi-
turanu alkalického kovu, fosfore€nant alka-
lickych kovi@, napfiklad sodiku nebo drasli-
ku, 1 aZ 20 dil§ hmotnostnich komplexanu,
napiiklad ve formé volné kyseliny nitrilo-
trioctové, ethylendiamintetraoctové nebo je-
ji* dvojsodné soli a popripadé 90 aZ 99,9
procenta hmotnostnich dilé vody. PFipravek
dédle obsahuje 3 aZ 120 dild hmotnostnich
azidu alkalického kovu, napfiklad azidu
sodného.

Stabilni enzymovy pfipravek podle vyné-
lezu obsahuje soutasné enzym ureasu i pufr,
ktery nastavuje nejen pH optimé&lni pro en-
zymovou reakci, ale souCasné stabilizuje en-
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zym, jak v pevné smési, tak i v roztoku.

Kombinaci pufrujici sloZky s komplexa-
nem ve formé volné kyseliny s azidem sod-
nym je dosaZeno dokonalé stability pfiprav-
ku nejen ve form& pevné smési, ale i ve
formé vodného roztoku pro p¥imé pouZiti.
Na rozdil od dosud zndmych a primyslové
vyrdbénych forem ureasy v diagnostickych
soupravéach, tj. suspensi s omezenou stabili-
tou nejvySe 6 mésich za sniZené teploty, ob-
sahuje enzymovy pFipravek podle vynédlezu
enzym spolu s pufrem a stabilisujicimi l4t-
kami a mtliZe byt pouZit pfimo pro enzymo-
vou reakci, aniZ je nutné dodatetn& upra-
vovat jeji reakéni podminky.

Enzymovy piipravek mfZe byt uZivdn bud
v pevaém stavu a do reakce se ddvkuje na-
pfiklad ve formé& tablety, nebo odméienim
davky prasku, nebo jako roztok. V obou pfi-
padech se davkuje do reak¢ni smési v ta-
kovém mnoZstvi, aby reak¢ni smés obsaho-
vala vhodné mnoZstvi enzymu ureasy, nej-
lépe 0,5 aZ 5 U. Za téchto podminek mi
"soutasné reakéni smés pH optimélni pro
enzymovou reakci.

Jak bylo experimentdlné ové&reno, je pev-
nd smés pfipravku podle vyndlezu stabilni
prakticky neomezeng, vodny roztok nékolik
meésici. Roztok tlumide na béazi pufrujici
sloZky a komplexanu nebo i azidu eliminu-
je vliv t&Zkych kovill kombinovanych uéin-
kem a soutasn& v pfipadg azidu eliminuje
inhibici enzymu pfipadnou bakteridlni kon-
taminaci. Vyhodnéd je soufasné i pufrovaci
kapacita a z toho vyplyvajici nastaveni op-
timdlniho pH. Cinidlo podle vynédlezu je
mo¥no pripravit . jednoduchym zpfisobem
z levnych a dostupnych surovin.

Pr¥iklad 1

Pripravi se pevnd smés, obsahujici 50 U
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ureasy, 0,04 g 5,5-diethylbarbituranu sod-
ného, 0,03 g dvojsodné soli kyseliny ethy-
lendiaminotetraoctové a 0,03 g azidu sod-
ného. Pro vlastni stanoveni mocoviny se do
reakéni smési davkuje 0,01 g pfipravku.

Priklad 2

Pfipravi se pevnd smés 500 U ureasy, 2,8
gramu - 5,5’-diethylbarbituranu - draselného
a 1 g ethylendiamintetraoctové kyseliny.
Pro stanoveni se ddvkuje 0,006 g nebo se
suchd smés rozpusti v 0,25 kg vody a pro
stanoveni ddvkuje 0,5 ml.

Piiklad 3

Piipravi se pevnéd smés, obsahujici 247500

“ U ureasy o specifické aktivité minimdin&

15000 U/g, 50 g 5,5-diethylbarbituranu sod-
ného a 100 g dvojsodné soli ethylendiamin-
tetraoctové kyseliny. Pro stanoveni se dév-
kuje 0,0044 g smési.

P¥iklad 4

Pripravi se pevnd smés, obsahujici 1 g
dvojsodné soli kyseliny ethylendiamintetra-
octové, 0,1 g hydrofosforetnanu dvojsodné-
ho a 45000 U ureasy. Pro vlastni stanoveni
se rozpusti smés ve 450 ml destilované vo-
dy a pro analysu se odmé&ii 1,0 ml tohoto
roztoku.

Pr¥iklad 5

Piipravi se pevnd smé&s ureasy {500 U],
2,8 g 5,5-diethylbarbituranu .sodného a 0,7
gramu kyseliny nitrilotrioctové. Pro stano-
veni se davkuje 0,006 g této smési.

PREDMET VYNALEZU

1. Stabilni enzymovy piipravek pro sta-
noveni moc¢oviny, vyznaceny tim, Ze obsahu-
je 0,05 aZ 40 dild hmotnostnich ureasy
o specifické aktivitd 1000 aZ 1500000 U/g,
1 aZ 10 dilt hmotnostnich pufrujici sloZky,
napfiklad 5,5’-diethylbarbituranu alkalické-
ho kovu, fosforetnant alkalickych kovi,
napfriklad sodiku nebo drasliku, 1 aZ 20 di-
1t hmotnostnich komplexanu, napfiiklad ve

form& volné Kkyseliny nitrilotrioctové, ethy-
lendiamintetraoctové nebo jeji dvojsodné
soli a popiipadé 90 aZ 99,9 % hmotnost-
nich vody.

2. Stabilni enzymovy pripravek pro sta-
noveni modoviny podle bodu 1, vyznadeny
tim, Ze obsahuje 3 aZ 120 dili hmotnostnich
azidu alkalického kovu, napfiklad azidu
sodného.

Severografia, n. p., zdvod 7, Most
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