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{54) Diagnostické prouiky ke stanoveni peroxidu vodiku
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Pfedmstem teSeni jsou diagnostické
prouZky ke stanoveni peroxidu vodiku ne-
bo latek, které peroxid vodiku v prhib&hu
vhodné pomocné reakce generuji, obsahuji-
ci chromogenni systém sestévajici z aktiv-
ni kopulatni komponenty 4-aminoantipyri-
nu a/nebo 3-methyl-2-benzthiazolinonhydra-
zonu a pasivni komponenty, vyznafené tim,
Ze jako pasivni komponentu obsahuji sub- -
stituovany pyrazolon. Barevné vlastnosti to-
hoto nového chromogenniho systému lze v
pomérné Sirokém rozmezi modifikovat.
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Pfedmétem vynédlezu je sloZeni chromo-
genniho systému diagnhostickych prouZki
pro stanoveni souéésti biologickych kapa-
lin, které v prib&hu vhodnych pomocnych
reakci generuji peroxid vodiku.

P#i vySetfovani t&lnich kapalin jako séra,
mode nebo likvoru se nékteré stanovované
souddsti prevdadéji pomocnymi reakcemi na
oxidaéni produkty za souasného vzniku pe-
roxidu vodiku. Typickym pfikladem je sta-
noveni glukoézy, kterd se za pfitomnosti en-
zymu glukosooxiddzy oxiduje vzdudnym kys-
likem na kyselinu glukonovou za soufasné-
ho vzniku ekvivalentniho mnoZstvi peroxidu
vodiku. Podobnym zpfisobem je moZné sta-
novit pomoci specifickych enzymi i dal3i
soudgsti naptiklad séra, jako jsou napii-
klad kyselina mo¢ovd, cholesterol nebo tri-
glyceridy.

Ke stanoveni tohoto peroxidu vodiku byla
v minulosti navrZena celd Ffada specidlnich
chromogeni nebo chromogennich systémi.
Druh a vlastnosti tohoto chromogenu nebo
chromogenniho systému je zvla5té daleZity
u tzv. diagnostickych prouZkfi, v nichZ
vdechna ¢inidla, potfebnd pro prab&h po-
mocnych reakci i koncové barevné reakce
chromogenu se vzniklym peroxidem vodi-
ku, jsou obsaZena na vhodném nosici v pev-
né béazi. U t&chto prouZkd se v posledui do-
b® uZivd ponejvice chromogennich systémit
zaloZenych na tzv. Trinderové reakci, spo-
¢ivajici v oxida¥ni kopulaci vhodné nukleo-
filni organické sloufeniny jako aktivni ko-
pulaéni komponenty s vhodnou pasivni kom-
ponentou. Jako aktivni komponenty jsou po-
uZivdny prevadZn& 4-aminoantipyrin nebo
heterocyklické hydrazony. Jako pasivini Ko-
pulaéni sloZky byly pouZity riizné arcmatic-
ké aminy, ncho fenoly popfipad® naftoly nec-
bo substituovany 8-hydroxychinolin, obecné
zndmy pod nézvem primachin — difoslét.

Viechny tyto zndmé systémy v3ak maji
spoletny nedostatek v tom, Ze vlastnosti
chinonimiovych, pfipadn& diazamerocyani-
novych barviv, vzniklych z téchto kompo-
nent, nedovoluji stanoveni peroxidu vodiku,
a tim latek, které tento peroxid v prlib&hu
pomocnych reakci generuji, v dostate&né 3i-
rokém koncentra®nim rozmezi, tak jak je
pii vy3etfeni nékterych t&lnich kapalin po-
tfebné. V diisledku toho nelze tyto znamé
systémy pouZit napfiiklad pro vySetieni mo-
e na obsah glukézy, kterd se v této t&lni
kapaling m@Ze pohybovat v extrémné& S$iro-
kém koncentraénim rozmezi od mirné zvy-
Senych hodnot 0,35—0,50 g/l po neobyéej-
n& vysoké patologické hodnoty dosahujici
aZ 150 g/l

Tyto nedostatky odstraiiuje p¥edloZeny vy-
nédlez, jehoZ predmétem jsou diagnostickeé
prouZky ke stanoveni peroxidu vodiku ne-
bo l4tek, které peroxid vodiku v pribé&hu po-
mocné reakce generuji, obsahujici chromo-
genni systém sestdvajici z aktivni kopulac-
ni komponenty 4-aminoantipyrinu a/nebo 3-
-methyl-2-benzthiazolinon-hydrazon a pasiv-
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ni komponenty, vyzanatené tim, Ze jako
pasivni komponentu obsahnuji substituovany
pyrazolon ohbecného vzorce I

v n&m#Z R1 je vodik nebo karboxyl nebo al-
kyl o pot¢tu uhlikt 1 aZ 16 nebo alkoxyl o
pottu uhlikt 1 aZ 4 nebo acylovand amino-
skupina —NHCOX, kde X je alkyl o poftu
uhlikft 1 aZ 4 nebo fenyl, a Rz aZ R4 jsou
stejné nebo r{izné substituenty jako vodik,
halogen, nitroskupina, sulfoskupina nebo fe-
noxyskupina. Tyto prouZky mohou s vyho-
dou ohsahovat jest& dalsi chromogen ben-
zidinového typu jako napfiklad o-tolidin, o-
-dianisidin, 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin ne-
bo 2,7-diaminofluoren.

Tento novy chromogenni systém vyniké
proti dfive zndmym systémiim zejména tim,
7e podle druhu provadéného vy3etfeni lzc
jeho barevné vlastnosti v pomé&rné Sirokém
rozmezi maodifikovat. Tak napfiklad na
prouZcich pro vySetfovdni moce na glyko-
surii 1ze kombinaci 4-aminoantipyrinu a 3-
-methyl-2-benztriazolon-hydrazonu jako
dvou aktivaich komponent a 1-fenyl-3-me-
thvl-5-pyrazolonu jako komponenty pasiv-
ni dosdhnout $iroké barevné Skédly od &isté
Zluté pro normdlni koncentraci glukézy v
moeéi do 0,20 g/l pFes Zlutcoraun’ovou aZ o-
ranZovou pii mirnd zvySeném vyludovani
glukézy v rozmezi 0,5 aZ 1,0 g/l, oranZové
gervenou do temnéd ¢ervené pii pomérné sil-
nych glykosuriich nad 3,0 g/l glukozy. Tuto
harevnou S$kalu uvedeného chromogenniho
systému lze pak jeSt& déle roz3irit pFidanim
vhoduého mnoZstvi o-dianisidinu do éerve-
nohn&da, hnéda unebo zcela ferna pro ex-
trémni konceuntrace glukézy nad 10 aZ 30
grami na litr, jak se vyskytuji p¥i t&Zkém,
nekompenzovaném diabetu. Pro stanoveni
glukozy v krvi lze pak pouZitim pouze 4-a-
minoantipyrinu a vhodn& substituovaného
pyrazolonu naopak barevny rozsah chro-
mogenniho systému zaZit tak, Ze aZ do kon-
centrace glukézy okolo 1 g/l ziistane prou-
Zek svétle Z¥luty a poskytne pak zieteln& od-
stupfiovanou $kalu barevnych odstinf z rd-
FYové do tmavé Eervené v rozmezi koncen-
trace glukézy 1 aZ 8 g/l.

Je samoz¥ejmé, Ze vedle uvedeného chro-
mogenniho systému obsahuji prouZky po-
dle vyndlezu Fadu daldich &inidel a latek,
potfebnych pro Z&douci priib&h celé indi-
kaéni reakce. U prouzk{l pro stanoveni glu-
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kozy, kyseliny mocCové, cholesterolu neho
triglyceridfi jsou to v prvé Fad3 specifické
enzymy, p¥i nichZ je stanovovand slozka —
analyt oxidovadna kyslikem za soufasného
vzniku peroxidu vodiku. FP#i stanoveni glu-
kézy a kyseliny mocové jsou to pouze piFi-
sluSné oxiddzy — glukosooxiddza nebo uri-
kasa. Pro stanoveni cholesterolu nebo tri-
glyceridlt vSak prouZky obsahuji je5t& dalsi
enzymy, potfebné pro transformaci aualytu
na produkt pfistupny kone&né enzymaové o-
xid&zové reakci. Tyto enzymové systémy jsou
obecné zndmé a jiZ pomérné dlouhou dobu
pouZivané v oboru klinické biochemie.

Vlastni oxida®ni kopulace obou komnon-
nent samotnym peroxidem vodiku za vzni- ..
ku pfislusného chinioniminového nebo dia- =
zamerocyaninového barviva probihA znadéné®

pomalu. Urychleni této reakce je mozZné o-

becné& dosdhnout celou Fadou vhodnych ka-

talyzdtorl. V praxi se viak nejlépe osv&d&il

enzym peroxidaza, ktery také tvofi ne7by1-

nou soudédst prouZkd podle vynélezu.

Vedle t&chto hlavnich
prouZky podle vynédlezu s vyhodou ohsahn-
vat fadu daldich pomocnych ldtek vytvate-
jicich vhodné podminky pro optimélni pri-
b&h vSech reakci, které v priibéhu stanove-
ni analytu na prouzky probihaji.

V prvé ¥ads8 je to tlumié&, jehoZ tikolem je “‘

nejen vytvaret optimaini pH pro viechny

vy5e popsané enzymové reakce, ale i pro'ﬁ,

vlastni koncovou barevnou reakci, tj. oxi- P2
dadni kopulaci 4-aminoantipyrinu a/neho 3-
-methyl-2-benzthiazolon-hydrazonu s vy3e
definovanym pyrazolonem I. Pro tento dcel
je moZné pouZit jakykoliv z obecné& zndmych
a b&Zné& vZivanych tlumidd o pH 4,0 aZ 9,0,
jako jsou napi¥iklad tlumife citrdtové, fos-
fatové, tlumite na bézi tris-(hydroxyme-
thyl)-aminomethanu apod.

Dalgi t&innou sloZkou prouZkd podle vy-
nélezu mohou byt s vfhodou tzv. ,,zahusto-
vadla'“, coZ jsou piirozené nebo syntetické
polymerni l4tky, jako napfiklad Zelatina,
karagenan, alginét, polyvinylpyrrolidon, po-
lyvinylalkohol a podobnd&. Tate zahu3tovad-
la cely indikaéni systém prouZki mirné sta-
bilizuji a vedle toho maji pozitivni vliv na
egalizaci a zvyrazn&ni vybarveni prouZkd
p¥i pozitivni reakci.

Vedle toho je vyhodné, jestliZe prouzky
obsahuiji i vhodnad sméadedla, jako napfriklad
polyethylenglykol, které zvySuji smaéac&ivost
prouZkli a usnadiiuji tak proniknuti vy3et-
Ffované kapaliny k €inidlim a tim urychluji
priib&h celé reakce. Navic vSak piispivaji
i ke zvySeni d&istoty a bilance zabarveni,
vzniklého pi#i pozitivni reakei prouzki.

V nd&kterych p¥ipadech je i vyhodné, jest-
liZe prouZky obsahuji jest& také vhodné in-
diferentni barvivo, které koriguje barevny
odstin prouZk@ pf¥i pozitivni reakci a zvy-
raziiuje rozdily v intenzitd zbarveni prouZ-
kli p¥i reakci a zvyraziiuje rozdily v inten-
zit8& zbarveni prouZkd pii reakci s rozdilny-
mi koncentracemi analytu. I kdyZ principi-

sloZek mohou

]

alng lze pro tente Gfel pouZit nejrizndjsi
barviva, ve vétSing piipadli se nejlépe o-
svédcuji Zlutd barviva jako napiiklad tar-
trazin, fluoresciein nebo kyselina pikrova.

Diagnostické prouZky podle tohoto vynéa-
lezu se pFipravuji o sobé zndmym a pro pii-
pravu diagnostickych prouZkdl obecnd pou-
Zivanym zplsobem, spodivajicim v tom, Ze
viechny vySe uvedené sloZky se rozpusti ve
vhodnych rozpouStédlech, jako napiiklad
ve vodé, alkoholu, acetonu, a tento tzv. im-
pregnadni roztok se nanese na vhodnou na-
sdkavou podloZku, jako je nap¥iklad filtrac-
ni papir nebo rouno ze syntetickych vléken,
a vysu8i. V nékterych piipadech je pak vy-
hodné &ast uvedenych soulasti rozpustit v
jednom roztoku a €ast pak oddé&leng ve dru-
hém impregnatnim roztoku a tyto roztoky
nanést na nasdkavy nosi€¢ postupné, pii-
gemZ po kaZdé této impregnaci se nosié di-
kladnd vysudi napiikiad proudem teplého
vzduchu. Popis takovéto pfipravy diagnos-
tickych prouZkd vysvitd z niZe uvedenych
pfikladl. Je moZné vSak také v3Sechny vy3e
uvedené sloZky inkorporovat do vhodné po-
lymerni vrstvy, kterd se pak formou tenké-
ho filmu nanese na podloZku z plastické
hmoty. Tuto polymerni vrstvu s chromogen-
nim systémem lze vedle toho pouZit i jako
reakéni vrstvu v tzv, integrélnim analytic-
kém elementu.

Proti d¥ive zndmym PFeSenim prouZky po-

‘(le tohoto vyndlezu se vyznaCuji nejen vy-

sokou citlivosti vadi obsahu analytu ve vy-
getfovanych biologickych kapalindch a moZ-
nosti pouZiti pro pomé&érné& Siroké rozsahy
koncentrace tohoto analytu, ale poskytuji
pfi pozitivnich reakcich i vyrazné a jasné
zabarveni od oranZové pfes rlizné odstiny
gervené piipadng aZ do temn& hnédé, coZ
umoZiiuje velmi pFesné semikvantitativni vi-
zudlni i fotometrické vyhodnoceni vysledkd

Pr1klady provedeni
e

Ptiklad 1

Impregna&ni roztok A:

Citrdtov§ tlumi€, pH == 5,3 940 ml
Zelatina, 1 %-ni voduy roztok 50,0 ml
Glukosooxidédza 25 g

Peroxidaza, 1 %-ni vodny roztok 140 ml

Impregnaéni roztok B:

Methylalkohol 53,0 ml
1-fenyl-3-methyl-5-pyrazolon 2,15 g
4-aminoantipyrin 0,95 g
o-dianisidin . 2 HCl, 2,5 %-ni

vodny roztok 47,6 ml
Polyvinylpyrolidon, 5 %-ni

vodny roztok 30,0 ml
Laurylsulfdt sodny 06 g
Tartrazin, 1 %-ni vodny roztok 3,6 ml
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Oba impregna&ni roztoky se pfipravi od-

d&lend smichdnim, popiFipad& rozpusténimf
v3ech sloZek ve vySe uvedeném pofadi. Napg?

filtradni papir o plodné hmotnosti 180 z/m

se nanese impregnalni roztok A a papir se }
dokonale vysudi proudem teplého vzduchu.’

Na tento papir se pak nanese impregonséni
roztok B a vysusi se stejnym zpfisobem. Vy-
suSeny papir se rozieZe na Ctvereky 6 X 6
milimetr a nalep! — napfiklad pomoci o-
boustranné samolepici pdsky — na podloZ-
ku z bilé plastické hmoty.

V modéich, obsahujicich riiznd muoeZstvi
glukdzy tyto prouzky nabyvaji po 1 aZ 2 mi-
nutédch po namodeni zbarveni uvedend v né-
sledujici tabulce:

e e N T TEET

koncentrace zbharveni
glukozy (g/1) prouZki
0,00— 0,2 zluté
0,35— 1,0 oranZové Cervené
10 — 2,5 dervené
25 — 5,0 syté dervené
10,0 —20,0 temné ¢ervené
—30,0 tmavé gervené
Pitiklad 2
Iy T.W $""ﬂ}2";}

Pripravi se prouZky presné podle pr1kla-
du 1, av8ak 1-fenyl-3-methyl-5-pyrazolon se
nahradi 2,82 g 1-(4-sulfofenyl}-3-hexadecyl-
-5-pyrazolonem. Tyto prouZky reaguji na
pfitomnost peroxidu vodiku popripad& glu-
kézy. obdobnou barevnou zménou, aviak
vznik zabarveni je pomaleiSi a jeho intenzi-
ta podstatné niZdi. Tyto prouZky lze s vyho-
dou pou#Zit pro stanoveni extrémné vysokych
koncentraci glukézy v rozmezi 30 aZ 150 g
na litr.

Pfiklad 3

Impregnaéni roztok A:

Voda destilovana 57,0 ml
kyselina citrénova 096 g
Dihydrogencitran sodny 441 g
Kyselina ethylendiamin-

-tetraoctové 395 ¢
Ctyisodnd sil
Glukosooxidéza 1.2 g
Peroxidaza 0,5 %-ni voduy roztok 26,4 ml
Polyvinylpyrrolidon 10 %-ni

vodny roztok 35 ml
Impregnaé&ni roztok B:
1-sulfofenyl-3-methyl-5-pyrazolon 1,48 g
4-aminoantipyrin 0,56 g
Metanol 40,0 ml
o-dianisidin . 2 HCI 1,40 g
voda destilovand 50,0 ml
Polyvinylpyrrolidon 10 %-ni

vodny roztok 10,0 ml

Laurylsulfat 04 g

3-methyl-2-benzthiazolon-hydrazon .
. 2HCI 0,1 ¢
Oba impregnaéni reztoky se pfipravi od-

délené postupnym rozpuSténim, prip. smi-

chédnim jednotlivych sloZek v uvedeném po-

Fadi. Tyto impregnadni roztoky se nanesou

postupné& na papir o ploSné hmotnosti 180

gramQ na m?, ktery se déle zpracuje na ho-

tové prouZky zpiischem popsanym v prikla-

dé 1.

Tyto prouZzky, uréené k semikvantitativni-
mu stanoveni glukézy v moéi, indikujf niz-
81 nadfyziologické koncentrace glukozy, tj.
0,4 az 2,5 g/l, jasnd oranZovym zbarvenim,
které pfi stoupajicich koncentracich gluké-
zy v rozmezi 3 aZ 30 g/l pFfechazi pFes zari-
vé Gervenou a temné& vinové &ervenou do
Cist& hnédé aZ ferné.

Pfiklad 4
ProuZky pro stanoveni glukdzy v séru

Impregnadni roztok I:

Zelatina 1,5 %-ni vodny roztok 38 ml
Glukosooxidéza 1,7 g
Peroxidaza 90 mg
Citratovy tlumié, pH 5,3 60 ml
Impregnacni roztok II:
Metanol 32,5 ml
1-(2-chlor-4-sulfofenyl)-

-3-karhoxy-5-pyrazolon 195 g
4-aminoantipyrin - 08 g
Methylhydroxypropylceluldza

4 %-ni roztok ve smési

metanol—voda 1 : 1 47,0 ml
Dioktylsulfojantaran sodny 3 %-ni

roztok v etanolu 8,0 ml
Tartrazin 1 %-ni vodny roztok 2,4 ml
Karaginan 0,5 %-ni vodny roztok 10,0 mi

Oba roztoky byly naneseny na papir o
plosné hmotnosti 120 g/m?, ktery byl ddle
zpracovan na hotové prouZky zplisobem u-
vedenym v pfikladg 1.

Po naneseni 30 ul séra se stoupajicim ob-
sahem glukdzy se prouZky zbarvily svétle
aZ tmavé cervend. Pomoci reflexnitho densi-
tometrn byly s pouZitim &erveného filtru na-
méfeny pro jednotlivé koncentrace glukdzy
hodnoty reflexni density D uvedené v nésle-
dujici tabulce

koncentrace

glukozy (mmol/1) D
4,0 0,21
8,0 0,37

10,0 0,43

14,0 0,50

22,0 0,60

44,0 0,76
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Vizuédlné bylo moZné vznikla zbarveni vel-
mi piesné prifadit k jednotlivym barevnym
polim zkusmo zhotovené barevné srovniva-
ci stupnice.

Prakticky stejné vlastnosti maji i prouZ-

10

ky, u nichZ se v impregnatnim roztoku Ii
nahradi 1-(2-chlor-4-sulfofenyl)-3-karboxy-
-5-pyrazolon stejnym hmotovym mnoZstvim
1-(2,5-dichlor-4-sulfofenyl )-3-acetamino-
-5-pyrazolonem.

PREDMET VYNALEZU

Diagnoestické prouzky ke stanoveni pero-
xidu vodiku popfipadé latek, které tento pe-
roxid vodiku generuji, obsahujici chromo-
geuni systém sestdvajici z aktivni kopulac-
ni komponenty 4-aminoantipyrinu a/nebo 3-
-methyl-2-benzothiazolinon-hydrazonu a pa-
sivni kopula¢ni komponenty, vyznadujici se
tim, Ze jako pasivni kopula¢ni kompounentu
obsahuji substituovany pyrazolon obecného

vzorce I
o R1
/E NH

07N
‘Rg_
Ry
Ry

kde Ri je vodik nebo karboxylovd skupina
nebo alkyl o poétu uhlik 1 aZ 16 nebo al-
koxyl opo&tuuhlikll 1 aZ 4 nebo acylovand
aminoskupina —NHCOX, v niZ X je alkyl o
potu uhlikd 1 aZ 4 nebo fenyl, a Rz aZ Ry
jsou stejné nebo rozdilné substituenty jako
vodik nebo halogen nebo nitroskupina nebo
sulfoskupina nebo fenoxyskupina, popfipa-
d& obsahuji dalSi chromogen benzidinového
typu, jako napliklad o-tolidin, o-dianisidin,
3,3°,5,5'-tetramethylbenzidin nebo 2,7-diami-
nofluoren.




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

