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BEVEZETÉS

A kémia, fizika, elektronika, biológia, biokémia, 
fiziológia és egyéb tudományágak területén tapasztalha
tó nagyarányú fejlődés éreztette hatását az orvostan te
rületén is. Az orvostudomány fejlődésén belül az utóbbi 
évtizedekben az alaptudományokban való előrelépés a leg
jellemzőbb.
A feladatok megoldására irányuló törekvések kapcsán spe
cializálódás, differenciálódás figyelhető meg.

így a kémia és az orvostudomány közötti hid kiépí
téséhez, szélesítéséhez, mind intenzivebb együttműködés
re, a határterületekre megfelelő szakemberekre van igény. 

E munkakör jellegzetessége abból adódik, hogy a biokémiai 
történések felfedésének és megismerésének módja elsősor
ban kémiai, felhasználásuk viszont orvosi feladat.
Az analizálandó minták speciális jellegéből és az eredmé
nyek speciális felhasználási területéből tevődnek össze 

azok a feladatok, amelyeknek megoldására a klinikai ké
mia kérdéseit ismerő, elsősorban az analitika területén 

járatos vegyészekre van szükség.
Ennek a specializálódásnak - miután a jelenben zajlik - 

koránt sincsenek kialakult, vagy éppen rögzült formái.
Hiszen az, hogy mi a "klinikai kémia" még ma sincs 

véglegesen és egyértelműen definiálva /!/•
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A meghatározásra való törekvés nélkül úgy vélem, hogy a 

klinikai kémia része az emberi élet kémiai nézőpontból 
való tanulmányozásának a diagnózis, a gyógykezelés ellen
őrzése és a betegség megelőzése céljából.
A klinikai kémia felhasználja a biokémia eredményeit és 

laboratóriumi vizsgálatait, fejleszti és hasznositja a 

kémiai analízist, valamint egyéb - a kutatások alapján 

célravezetőnek bizonyult - tudományos módszerek alkal
mazásával mind alaposabban feltárja a beteg szervezet
ben végbemenő kóros elváltozások lényegét és mértékét.

Feladata, hogy - elsősorban az analitika eszközei
vel - minél több és hasznos információval segitse a gyó
gyító és az elméleti orvostudományt.
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1« A KLINIKAI KÉMIA IDŐSZERŰ KÉRDÉSEI

Miután a biokémiai kutatás fényt deritett a szer
vezetben végbemenő legtöbb normális és kóros folyamat
ra, számos eddig nem ismert kórkép és kórfolyamat meg
ismerése vált lehetővé, sok vonatkozásban pedig meg
változtak a régebben is ismert betegségek okára, lefo
lyására és ezen keresztül a kezelésükre vonatkozó is
meretek« A puszta empiria helyébe, majdnem minden eset
ben az exakt biokémiai /illetve kóros állapotban "pat- 

hokémiai"/ adatok léptek«
A diagnosztikai és a kutató munkához nyújtott se- 

gitségével a klinikai kémia, az utóbbi két-három évti
zedben, egyre inkább központi helyet foglal el« E fo
lyamat jelentős változásokat hozott magával a labora
tóriumok tevékenységében« E változások a laboratórium 

fogalmának minden területén észlelhetők, a szakember- 

igénytől a műszerezettségen át a mélyreható szervezett
ségi és szervezési feladatokig«
A vizsgálatok jellege is fokozatos változást mutat« A 

klasszikus anyagcseretermékek, vagy egyes vegyületek 

analizise mellett, az anyagcsere folyamatoknak a di
namikus mérése, vagy az azokat szabályozó tényezők 

vizsgálata került előtérbe« E sok esetben bonyolult 

analízisek elvégzése szükségképpen a laboratóriumok 

feladata«
Ezek teljesítése érdekében még számos részlet vár 

megoldásra:
a mennyiségi növekedés, 
a minőségi követelmény, 
az analizis idő rövidítése és 

a korszerű analitikai módszerek alkalmazása«
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1.1. MENNYISÉGI NÖVEKEDÉS

A jövőbeni feladatok tervszerű szervezése érde
kében feltétlenül szükséges a vizsgálati szám várható 

növekedési ütemének ismerete. Ezért célszerűnek tartom, 

több azonos jellegű, 8oo-1.2oo ágyas, vegyes osztályok
ból álló intézet laboratóriumi vizsgálatszámának több 

éves alakulását bemutatni az 1. és. 2. ábrákon.
A bemutatott öt intézet adatai /2,3*4,5/ valamint az 

irodalmi összehasonlitás alapján /6,7/ megállapítható, 

hogy a kémiai analízisek száma a laboratóriumokban ro
hamosan emelkedik. Ezek szerint az elvégzett elemzések 

száma általában ötévenként megduplázódik. Minden okunk 

meg van annak feltételezésére, hogy ezzel az emelkedés
sel a jövőben is számolnunk kell.
A Szolnok Megyei Kórház Központi Laboratóriuma 1973. év
ben 129.olo db. analízist végzett. Ez havi átlagban 

lo.75o db. naponta pedig átlag 45o db. elemzést jelent. 

Az analízisek számának kritikai elemzéséből közelitő 

adatokat kaphatunk a fejlődés ütemére és a várható igé
nyek jövőbeli alakulására. A statisztikai adatok pusz
ta közlése azonban még nem fejezi ki a laboratóriumok 

valódi munkáját. Az analízisekhez kapcsolódik a minta 

vételének és előkészítésének művelete, a reagensek ké
szítése, az adminisztráció, az edényzet tisztítása, 

stb.amelyek ugyancsak hatványozottan emelkednek.
További tényezőként kell figyelembe venni, hogy 

évről-évre nő az uj analitikai eljárások száma. A kli
nikai kémiai laboratórium vizsgálatai 3o-4o évvel eze
lőtt szükebb körre szorítkoztak, korlátozott számú,maxi
málisan lo-2o különböző kémiai elemzéssel.
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Ma ugyanez a szám laboratóriumonként 60-80 is lehet#
Az igények további emelkedése várható, mert a diag
nosztika és a terápiás ellenőrzés súlypontjában a 

biokémiai alapok felé tolódott el# Ennek megfelelően 

a laboratórium egyre bonyolultabb és nagyobb számú 

analitikai eljárásokat végez /szteroidok, izoenzimek, 
vitaminok, stb, elemzése/.

A rohamosan szaporodó vizsgálatok elvégzése nem 

kívánatos feszültséget teremthet a laboratóriumokban.
Az emlitett nagyságrendű intézetek laboratóriumainak 

jelenlegi teljesítőképessége - az általános személyi 
és műszer ellátottság mellett, hagyományos vizsgálati 
módszerek figyelembevételével /8/ - megfelelő pontos
sággal, naponta, és típusonként mintegy lo-15 analizis. 

2o elemzésen túl már egyes eredmények bizonytalanná 

válhatnak, ennek tudatában már nem volna szabad na
gyobb széria analízisét engedélyezni# A laboratóri
um megfelelő minőséggel kb. 2o-3o féle eljárást ké
pes átfogni# Az előbbiekből következik, hogy a mai 
átlagos adottságok esetén a klinikai kémiai labora
tóriumnak mintegy 2oo-3oo analitikai vizsgálatot vol
na szabad végeznie naponta# A tényleges igénybevétel 
azonban jelentősen nagyobb és a jövőben tovább fog 

növekedni#
E fokozott követelmények a laboratóriumokra szá

mos olyan feladatot rónak, amelyek mind a felépítés, 

mind a munkamenet tekintetében lényeges változtatáso
kat tesznek szükségessé#
Először azokkal a feladatokkal kivánok foglalkozni, 

amelyek a mennyiségi növekedéssel vannak kapcsolatban# 

A laboratóriumok teljesítőképességének tovább
fejlesztése elvileg több módon lehetséges, úgymint a 

létszámemelés, területbővítés, korszerű analízisek al
kalmazása, mechanizáció, félautomatizáciő, és az auto- 

matizáció#
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1.1.1. Létszámemelés, területbővítés

Bár a laboratóriumok területi és személyi igénye 

fokozódik, a helyiségek hiánya azonban legtöbb intézet
ben korlátot szab a bővítésnek és a megfelelően képzett 

szakszemélyzet utánpótlása is nehézségbe ütközik. Á 

munkaerő létszám bővítése természetesen csak egy bizo
nyos határig lehetséges. A két műszak bevezetése /lét
számemelés azonos terület jobb kihasználásával/ pedig 

hátrányosan befolyásolná - az egyébként sem megoldott 

- szakképzett munkaerő ellátást.
A kapacitás lényeges növelése ezen a módon, gazdasági 
tényezők miatt nem valósítható meg.

1.1.2. Korszerű analitikai eljárások alkalmazása

A jelenlegi mennyiségi igénybevétel esetén, kor
szerű analitikai módszerek alkalmazásával elérhető, 

hogy az elemzésekre fordított munka és idő jelentősen 

csökkenjen. Ma modern eljárásnak csak azt a klinikai 
kémiai elemzést tekintjük, amelyik két, vagy három 

térfogat mérésből áll. Elfogadható a módszer még, ha 

négy bemérést igényel. Ennél több lépés esetén az el
járás nem alkalmas sorozat vizsgálatra, mindezekhez 

tartozik még, hogy az analizis minta igénye 2o-loo 

jil térfogati határok közé essen, valamint a műszeres, 
különösen a fotometriás kiértékelés.
Nyilvánvaló, hogy a korszerű analitikai eljárások al
kalmazása egymagában nem oldhatja meg a túlterheltség
ből származó összes nehézségeket. E módszerek legna
gyobb előnye az, hogy könnyen mechanizálhatók, auto
matizálhat ók, ezáltal nagyobb vizsgálati szériák ana
lízisét teszik lehetővé, ugyanakkor bevezetésük nem 

jár lényeges anyagi kihatásokkal, általánosan alkalmaz
hatók.
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1.1.3. Mechanizáció, félautomatizáció

Amennyiben egy laboratórium kapacitásét növelni 
akarjuk és ehhez különböző készülékeket, vagy manuá
lis eszközöket alkalmazunk /mintavevők, adagolók, át- 

folyós küvetták, stb./ ezt a részét a fejlesztésnek 

"mechanizálásnak” nevezzük.
Számos, a hazai laboratóriumaink számára sem elérhe
tetlen un. félautomata berendezés van forgalomban. 
800-I.2oo ágyas intézeteinkben a laboratóriumi munka 

mechanizáltságának mértéke jelenleg még 2o-3o ?S-ra 

becsülhető /9/. Segítségükkel egy-egy meghatározás 

munkaidejét 4o-5o %-kal meg lehet rövidíteni, ill. a 

laboratóriumi személyzet munkateljesítményét ennyi
vel lehet fokozni.

A mechanizálásnak, félautomatizálásnak jelenleg 

három fő iránya alakult kis
Az un. Suchet-rendszer, amely zárt egységet ké

pez a minta centrifugálásától az analízisek fotomet- 

riás leolvasásáig. A készülékhez csak a gyártó által 
előirt analitikai eljárások használhatók. Hátránya, 
hogy egyszerre nagyobb összegű beruházást igényel és 

zárt egység lévén csak a speciális tartozékokkal üze
meltethető. Bármely rész meghibásodása, vagy tarto- 

zékhiány esetén az egész rendszer működésképtelenné 

válik.
A svéd LKB-Ultralab szisztéma, amelynél a reak- 

cióelegyek bemérése manuális, vagy mechanizált, a re
akcióedény szerepét a küvetták töltik be, és a kiér
tékelés automatikus. A kiértékelő rész egy fotométer, 

amelynél a nullázás, standard mintára történő kalib
rálás /faktorozás/ automatikusan programozható a mű
szer memória egységébe.
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Az eredményszolgáltatás - megfelelő koncentráció egy
ségben - digitális kijelzővel és sorkiiróval történik* 

A készülékkel csak bizonyos vizsgálatok elvégzése le
hetséges, maximálisan csak lo csatornára programozha
tok. Előnye a kiértékelés nagyfokú gyorsasága és pon
tossága*

Az un. stuttgarti-rendszer - Braun-SysteMatic - 

amely a beméréseket épitőkocka elv alapján automatizál
ja, mig a kiértékelések bármely fotométeren elvégezhe
tők. Hazánkban a kialakult szokások, szervezeti formák, 
gazdasági és személyi lehetőségek figyelembevételével 
ez utóbbi rendszer bevezetése látszik legcélszerűbbnek. 

Az épitőkocka elv következtében minden egyes egyedileg 

beszerzett darab /pl.automata mintavevő, reagens és 

minta adagoló, termosztát, dializátor, átfolyós küvet- 

ta tipusu fotométer, fényelnyelés 

számoló, kiiró, stb./ zökkenésmentesen és azonnal be
állítható a munkafolyamatba. Ugyanakkor egyes részek 

bármikor kiemelhetők és manuális munkával pótolhatók. 

Egy-egy darab ára 3o.ooo-2oo.ooo.-Et. tartományba esik. 

Több épitőkocka alkalmazásával gyorsan és egyszerűen 

kialakítható egy félautomata lánc, amely a teljes au
tomatizáláshoz való átmenetet jelenti.
A mechanizáció, félautomatizáció bevezetése természe
tesen nem csak abból áll, hogy az addig hagyományos 

beméréseket /pipettázások, titrálások, stb./ mechani
kus elven működő készülékek segítségével vitelezzük ki. 

A teljesitmény növelő programnak tartalmaznia kell min
den fázist, a mintaátvételtől, a szállításon, az elosz
táson, az analíziseken keresztül az eredmények visz- 

szajuttatásáig, sőt felhasználásáig.

koncentráció át-
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1*1.4* Automatizálás

A Jövő távlatait is figyelembe véve, a kapacitás 

lényeges és hatékony növelésére a teljes automatizálás 

és az elektronikus adatfeldolgozás kinál lehetőséget*
A teljes automatizálás a különféle /Technicon, Eppen
dorf, Mecolab, Perkin-Elmer C4, Beckman-DSA 560, stb*/ 

autoanalyzerek bevezetését Jelenti,
Az automatizálás előnyös és hátrányos kihatásával szá
mos kutató és intézet foglalkozott /10,11,12/. Előnye 

a nagy teljesítmény, a minimális reagens felhasználás, 

a gyors eredmény szolgáltatás és a kis számú kezelő 

személyzet. Ennek illusztrálására a sok lehetőség kö
zül Happoport adatait idézem /13/, amelyek szerint az 

általa vezetett laboratóriumban egy asszisztens hagyo
mányos eljárásokkal egy év alatt kb. 5.000 analízist 

tudott megfelelő minőségben elvégezni /ez Jól egyezik 

a hazai mutatókkal /5/, mig automatizálás-elektronikus 

adatfeldolgozás rendszerében ez a szám 4o.ooo-re emel
kedett* Eem ilyen egyértelmű az állásfoglalás abban az 

esetben, ha arra kell választ adni, hogy egy konkrét 

esetben, egy meghatározott laboratóriumban, a telje
sen hagyományos - teljesen automatizált határok kö
zött mi a szükséges, megfelelő és optimális ut* Az 

alkalmazni kivánt rendszer kiválasztásakor természe
tesen számos helyi tényezőt is figyelembe kell venni 
/műszerek, szokások, személyzet, stb*/. A válasznak 

ezenkívül tartalmaznia kellene nem csak az elérhető 

eredményeket, hanem azok gazdasági kihatásait is.
A teljes automatizálás legfőbb hátránya hazai 

vonatkozásban a készülékek beszerzésének magas költ
sége és az állandó szerviz kérdése*
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Mindeme nehézségek ellenére, 

oldása égető probléma, mert megoldása nélkül a la
boratóriumok képtelenek lesznek az igényeket kieló- 

giteni és ez egy bizonyos idő után a klinikai kémia 

fejlődését hátrányosan fogja befolyásolni.

az automatizálás meg-
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1.2. MINŐSÉGI KÖVETELMÉNY

A mennyiségi növekedéssel párhuzamosan egyre na
gyobb jelentőségű az a követelmény, amely az elemzé
sek minőségével szemben jogosan megnyilvánul.
A klinikai kémia műszerezési technikájában elért fej
lődés nem járt együtt az eredmények megbízhatóságá
nak oly mórvv fokozódásával, mint ahogyan az várható 

lett volna.
A klinikai ké>nia területén már ma is követelmény, hogy 

minden laboratóriumnak garantálnia kell az általa vég
zett analízisek kémiai hitelességét. E feladatok kö
zül először azokkal a módszerekkel kivánok foglalkoz
ni, amelyek az eredmények megbizhatóságát hivatottak 

biztosítani. Előfeltételként szükséges bizonyos fokú 

szemléletbeli változás, hogy az analitikai információ
kat felhasználók a vizsgálatokat az analitika szigorú 

szabályai - ne pedig a kapott eredmények biológiai, 

ill. fiziológiai elfogadhatósága - szerint értékeljék.
Amikor egy uj eljárási rendszert alkalmazunk, 

uj fogalmakkal is meg kell ismerkednünk, ezek jelölé
sére uj terminus technicusok szükségesek. Az egyértel
műség érdekében célszerűnek tartom az idetartozó fo
galmak magyar elnevezését és rövid tartalmi ismerte
tését rögziteni.A könnyebb tájékozódás céljából az an
gol és a német szakirodalmakban általánosan használt 

kifejezéseket is feltüntettem. A továbbiakban a MOTESZ 

Laboratóriumi Diagnosztikai Társaság 1972. április 2o- 

án tartott ankétjén megvitatott és további használat
ra elfogadott terminus technicusait vettem alapul.
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A gyűjtő fogalom a "Minőségi ellenőrzés" /Quality cont
rol - Qualitätskontrolle/• Ebbe tartoznak:

"Pontosság" /Precision - Präzision/: azt jelenti, 

hogy a valódi értéktől az egyes analizis eredmények meny
nyire térnek el. Megfelelő az a módszer, ha szórása a 

megengedett határokon belül van. Kifejezésére a párhuza
mos mérések standard deviációját és a variációs koeffi
ciensét használjuk:

S/x - x/2 VK = -§-• loos = n - 1
Pontosnak nevezünk egy módszert, ha a variációs koeffi
ciense standard oldatban 2-3 %, biológiai mintában vég
zett mérés esetén 5 % alatt van.

"Valódiság" /Accuracy - Richtigkeit/ jelenti, hogy 

az alkalmazott módszer a vizsgált minta komponensének 

valódi koncentrációját állapitja meg.
"Elfogadhatóság" /Plausibility - Plausibilität/: 

a vizsgálat eredménye megfelel a várt értéknek, figye
lembe véve a beteg egyéb tüneteit.

"Kifejezőképesség" /Capability - Aussagefähigkeit/: 

a használt módszer alkalmas a felvetett kérdés megvála- . 
szólására, ill. a vizsgált komponens változását szám- 

adatszerüen ki tudja fejezni.
"Belső ellenőrzés" /Inner control - Interne Kont

rolle/: azoknak az eljárásoknak összessége, amelyeket 
a laboratórium saját maga végez.

"Külső ellenőrzés" /External control - Äussere 

Kontrolle/: külső szervek /felettes hatóságok, társa
ságok, stb./ által végzett ellenőrzések összessége.

"Mintacsere" /Spécimé exchange - Probentausch/: 
kettő, vagy néhány laboratórium 1-1 vizsgálati anyag
ból rendszerenen, párhuzamosan elvégzi ugyanazt az
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elemzést, összehasonlítás céljából.
"Csoportos vizsgálat" /Survery control - Ring

versuch/: nagyobb számú laboratórium ugyanabból a 

vizsgálati anyagból egyidejűleg elvégzi ugyanazokat 
a meghatározásokat.

"Ellenőrző módszer" /Reference method - Referenz 

Methode/: olyan analitikai eljárás, ami 1-1 komponens 

meghatározására a mi ismereteink szerint, a legponto
sabb eredményt adja.

"Ellenőrző laboratórium" /Reference laboratory - 

Referenz Laboratorium/: modern műszerekkel felszerelt, 

referens módszerekkel dolgozó, ellenőrző feladatokat 

ellátó központi laboratórium.
A minőségi ellenőrzés bevezetése az amerikai or

vosi laboratórium vegyészeitől indult el. Beik és Sun- 

derman ugyanazt a szérumot 53 pennsylvániai kórház la
boratóriumába küldte szét és a mintákból több analizis 

elvégzését kérte /14/. Három önkényesen kiemelt elem
zés általuk összesített eredményét a 3. ábra tartal
mazza.
Megdöbbentő volt, hogy az elemzéseket elvégzőknek 

mintegy fele elfogadhatatlan eredményt adott, vagy 

olyat, ami a felhasználót teljesen tévútra vezethet
te volna.

Európában is végeztek hasonló vizsgálatokat, ame
lyeknek eredménye ugyanolyan rossz volt /15,16,17/. A 

felmérések tanulságaként, ma már számos európai ország
ban központi ellenőrző laboratóriumot létesítettek, 

rendszeres csoportos vizsgálatokat végeznek és a rész
vétel a legtöbb országban kötelező.

Ennek bevezetése az analitikai információk meg
bízhatóságát, ill. az eredmények valódiságát nagymér
tékben javította.
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Hazánkban központi ellenőrző laboratórium nincs, 

igy a Klinikai Laboratóriumi Diagnosztikai Társaság 

szervezte meg a csoportos vizsgálatokat* Eddig négy 

ilyen vizsgálat történt, mintegy 123 laboratórium 

részvételével, önkéntes alapon /18/*
A laboratóriumaink több mint 5o %-a adott pontatlan 

eredményeket, ami rosszabb, mint amit más országok ha
sonló felmérései jelenleg mutatnak* Az eredményeket 
a 4* éb< « tartalmazza*

Az malitikai eredmények pontatlanságának, illet
ve nem kj ^legitő megbízhatóságának legfőbb oka abban 

rejlik, hf»gy ma még a legtöbb hazai klinikai kémiai 
laboratóriumban kevés, vagy pedig nem elég hatékony 

minőségi ellenőrzést hajtanak végre*
Az analitikai eredmények megbízhatóságát lényegé

ben három tényező határozza meg: a személyzet, a ké
szülék és a módszer* Ez a három faktor elegendő hiba
forrást rejt magában ahhoz, hogy az elemzések eredmé
nyei pontatlanok legyenek* A hibák milyenségének és 

nagyságrendjének felismerése és kiküszöbölése a minő
ségi ellenőrzés módszereinek a segítségével történ
het* A minőségi ellenőrzést úgy kell megszervezni,hogy 

a hibákat a laboratóriumban időben észlelni lehessen, 

lehetőleg még a sorozat elemzések elvégzése előtt* A 

hibák felismerése nem elegendő. A hibák okának és faj
tájának kiderítése a hatásos minőségi ellenőrzés fő 

követelménye. A foganatosítandó intézkedések megkö
vetelik a megkülönböztetést a véletlen, a rendszeres 

és a durva hibák között.
Youden-től származik egy meglepően egyszerű és 

gyors módszer a véletlen és a rendszeres hibák felis
merésére /19/#
Alkalmazásakor két különböző koncentrációjú standard
dal, vagy szérummal kell dolgoznunk*
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A mérési sorozatból kiszámítjuk a középérteket /х/ 

és a standard deviációt /s/. A két x érték egy pont
ként lesz egy koordináta rendszerben ábrázolva /a 

két koordináta tengely a két minta koncentrációjának 

felel meg/ és szerkeszthető egy kör, amelynek közép
pontja x és sugara 3s /5.ábra/.
Minden érték, ami a körbe esik elfogadható, pontossá
ga jó. A rendszeres hibák arról ismerhetők fel, hogy 

a mérési poi"-ok a körön kivül a két párhuzamos átló 

közt fekszenek. A fennmaradó területen oszlanak el 
a véletlen há ‘>ák.

A "belső ellenőrzést" a laboratóriumok saját 

belátásuk és lehetőségeik szerint végezhetik.
Az egyik legelterjedtebb és legrégibb eljárás a stan
dard oldatok alkalmazása. Ezek többnyire desztillált 

vízben, néha más oldószerben általunk bemért, egy-egy 

anyagot ismert töménységben tartalmazó oldatok. A 

módszer pontosságának ellenőrzésére célszerű két 

olyan koncentrációt választanunk, amelyek a napi 
elemzési sorozatban általában előforduló vizsgála
ti anyagok alsó és felső határán lévő értékeinek fe
lelnek meg. Alkalmazhatók a párhuzamos meghatározá
sok, amikor minden vizsgálati anyagból két, vagy 

több meghatározást végzünk. Statisztikai számítá
sok szerint a véletlen hiba lehetőségét igy a pár
huzamos vizsgálatok négyzetgyökével csökkenthetjük.
A módszer hátránya, hogy a rendszeres hibák nem ész
lelhetők, és a párhuzamos elemzések körülbelül 60 

%-os munkatöbbletet jelentenek. Ilyen plusz terhe
lésre a legtöbb laboratóriumban nincs meg a lehe
tőség.

A "valódiság" ellenőrzését standard szérumok 

rendszeres vizsgálatával végezhetjük, amelyeket a 

napi rutin elemzési minták közé kell beiktatnunk.
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Standard szérumnak olyan mintákat nevezünk, amelyek 

pontos összetételét központi ellenőrző laboratórium 

alapos vizsgálat sorozatok alapján "ellenőrző módszer
nek" elismert metodikával határozta meg. Ma már több 

gyár forgalmaz ismert összetételű, liofilizált stan
dard szérumokat /Versatol, Seronorm, Precinorm, stb./

A "belső és külső ellenőrzés" között átmenet az 

un, "mintaváltás". Két, vagy néhány egymáshoz közel 
fekvő laboratórium napi analizálandó mintáiból néhá
nyat rendszeresen széton -rt és ugyanazt az analizist 

egyidejűleg mindkét helyen elvégzik, A rendszeres ösz- 

szehasonlitás alkalmas arra, hogy az eredmények egye
zése a laboratóriumok biztonság érzetét növelje, a so
rozatos, főleg egyirányú eltérés pedig a munkamódszer 

rendszeres hibájára hivja fel a figyelmet,
A "külső ellenőrzés" leghatékonyabb módszere a 

"csoportos vizsgálat", E feladattal megbizott központi 
laboratórium gondosan ellenőrzött szérumokat szétküld 

és az elemzéseket valamennyi laboratórium azonos na
pon elvégzi. Statisztikai módszerekkel értékelve meg
állapítható, hogy melyik laboratórium eredményei ha
ladták meg a megengedett maximális eltérést, ill, hogy 

melyiknek a munkamódszere szorul korrekcióra, A követ
kező kisérlet sorozatok már felvilágositást adnak az 

eredményekben elért javulásról.
Hazánkban egy központi ellenőrző laboratórium fel

állítása és a rendszeres, kötelező csoportos vizsgála
tok szervezése az eredmények megbízhatósága szempont
jából sürgős és elengedhetetlen követelmény.

A minőségi követelmény más téren is jelentkezik.
A modern laboratóriumi és klinikai diagnosztika megkö
veteli, hogy a vizsgált biológiai mintából olyan ana
lízis eredményt adjunk meg, mely leginkább megközelí
ti az in vivo állapotnak megfelelő értéket.
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Mivel a laboratóriumokba a vizsgálandó minta /vér, vi
zelet, liquor, stb./ már in vitro korül analízisre, 

ezért olyan módszerek és eljárások kidolgozása vált 

szükségessé, melyek megőrzik a szervezeten belüli ösz- 

szetételt.
A legtöbb biológiai folyadékban - különösen a vér

ben - az alkotók jelentős része fehérjéhez kötött álla
potban található. A kötés lehet igen stabilis, pl. vas 

és réziomi'1 < /ferritin, transzferrin, ceruloplazmin/, 

lehet gyengébb kötés pl. a kalciumionnál, vagy a bili
rubin kötése az albuminhoz. A fehérje szerepe gyakran 

bizonyos vizben oldhatatlan, vagy kevésbé oldódó anya
gok kolloid oldatban való tartása, pl. lipoidok, kolesz
terin, stb. esetében.
A fehérjék az analizis folyamán különböző zavaró ha
tást fejtenek ki. Különösen fotometriás kiértékelés
nél a fehérjék koagulációjából származó zavarosság je
lenti a legfőbb gondot. Ezért a klinikai kémiában, az 

általánosan alkalmazott analitikai eljárások jelentős 

részét a vizsgálati anyag fehérjementesitése előzi meg. 
/Karbamid, kreatinin, cukor, vas, réz, foszfátion,stb. 

meghat ározás oknál•/
A fehérjementesités azonban nem csak adszorpcióé és 

térfogat kontrakciós problémákat okoz, hanem ismeret
len és nem következő kémiai torzulásokat is.

Ahhoz, hogy a minta az analizis folyamán a tény
leges biológiai összetételt tükrözze, nativ vizsgála
ti anyag szükséges. Ezért kézenfekvő az a törekvés, 

hogy az analizálandó anyagot ill. komponenst az élet
tani fehérjének jelenlétében elemezzük.

A kémiai és biológiai hitelesség egyidejű biz- 

tositásának kell meghatároznia analitikai módszerta
ni munkánkat.
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1.3. az analízis idő rövidítése

Már korábban utaltam arra, hogy a klinikai kémia 

egyre inkább kulcshelyzetet foglal el, mind a diagnosz
tika, mind a gyógykezelés hatásosságának ellenőrzése te
rén. Nem lehet kétséges, hogy eredményes terápia, csak 

helyesen mr állapított diagnózis alapján vezethető be. 
Mindebből következik, hogy az analitikai információ 

szolgáltatás gyorsasága, vagy lassúsága - gazdasági té
nyezőkön túlmenően - közvetlenül is befolyást gyakorol 
a betegellátásra.
Pokozott mértékben érvényes ez a megállapitás az élet- 

veszélyes állapotban lévő betegekre. Klinikákon és kór
házakban újabban az un. intenziv terápiás osztályok /őr
ző-, akut-szobák/ beállítása megköveteli a laboratóri
umoktól, hogy egy-egy fontos kórjelző paramétert a leg
rövidebb időn belül és igen pontosan határozzon meg. 
Alkalmasint az elemzés eredménye adja meg az alapot a 

gyors, intenziv és célirányos gyógykezeléshez.
A modern technika nyújtotta lehetőségeket /művese ke
zelés, újraélesztés, stb./ súlyos betegek megmentésé
re csak akkor lehet igénybe venni, ha a befolyásolt 

paraméterek változásait, gyors laboratóriumi ellenőr
zéssel, szinte azonnal nyomon lehet követni.
A szervezet viz-háztartásának, sav-bázis egyensúlyá
nak, vagy éppen elektrolit változásának gyors regiszt
rálása, ma a klinikai laboratóriumok alapvető felada
tai közé tartozik.

Az időfaktor befolyása azonban más vonatkozásban 

is érvényesül.



- 23 -

Ismeretes, hogy a vér sejtes elemeinek és a szérum
nak összetétel® és koncentrációja között lényegbevá
gó különbségek vannak. Ezek a különbségek egyes kom
ponensek, mint pl, tejsavdehidrogenáz, tranzamináz, 
stb, enzimek, vagy káliumion esetében akár több nagy
ságrendet is elérhetnek. Ezért a sejtes elemek és a 

plazma elválasztását, majd az analizist a vérvétel 
utón a lehető leggyorsabban el kell végezni, hiszen 

;> • in vitro bekövetkező diffúzió és a spontán lezaj- 

1<' ’nzimatikus reakciók a biológiai arányokat lénye- 

g megváltoztathatják. Ilyen torzulás következik 

b' a legkisebb hemolizis esetében is. Azt sem szabad 

figyelmen kivül hagynunk, hogy a vizsgálati anyagaink 

már szobahőmérsékleten is könnyen bomlanak. Ezért a 

hosszabb ideig tárolt mintákban a valóságostól elté
rő eredményre juthatunk. Hiszen pl, az acidfoszfatáz 

enzim aktivitása szobahőmérsékleten 5 óra alatt 5o %- 
kai, a triglicerid koncentrációja 2o %-kal csökken. 
Glükóz, karbamid, kreatinfoszfokináz meghatározását 
24 órán belül, zsirsavak, lipoproteid, szorbindehidro- 

genáz analízisét pedig a mintavétel után azonnal el 
kell kezdeni.

Az emlitett tényezők - a teljességre való törek
vés nélkül is - egyértelműen magyarázzák azokat a 

helyes törekvéseket, amelyek a vizsgálati anyagok elő
készít ési és analizis idejének csökkentésére irányul
nak.



- 24 -

1.4. KORSZERŰ ANALITIKAI MÓDSZEREK

A vázolt követelmények teljesítéséhez /mennyisé
gi növekedés, minőségi igény, analizis idő rövidíté
se/ alapvető feladat elsődlegesen olyan eljárások be
vezetése, ill. kidolgozása,amelyek kémiailag alkalma
sak a kivánt feltételek megoldására. Természetesen 

azok között'a tárgyi lehetőségek között» amelyek a 

gyakorlatban célszerűek és teljesithetők is.
A megfelelő analitikai módszer kiválasztásánál 

alapvetőek a következők.

•л

1.4.1. Megfelelő pontosság, szelektivitás, 

érzékenység

Az analitikai eljárások pontosságának a megíté
lésénél azt tételezzük fel, hogy az az eredmény helyes, 

amelyik a tényleges, valódi értéknek felel meg. Ez az 

elméleti követelmény a gyakrolatban csak kivételes ese
tekben valósítható meg. El kell ismernünk ugyanis, hogy 

a leggyakrabban analizálandó biológiai folyadékban - 

a szérumban - sem egyetlen komponensnek a pontos kon
centrációját nem ismerjük, sem pedig az illető kompo
nenst abszolút pontosan meghatározni nem tudjuk. A 

gyakorlatban ezért a relativ pontosságot használjuk, 

megfelelő standard törzsoldatok és minták összehason
lítása alapján. A standard törzsoldatok használatánál 
azonban felléphetnek bizonyos nehézségek. Vizes törzs
oldatok használhatók ugyan, de nem korlátlanul, mivel 
a szérumban lévő nagyszámú vegyület gyakorlatilag min
den elemzési módszert zavarhat.
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Ezen túlmenően a kémiai és enzimatikus reakcióknak 

más lefolyásuk van az általunk készített vizes oldat
ban, mint biológiai anyagokban. Ezért a törzsoldatok- 

nak mind kvalitative, mind kvantitative lehetőleg azo
nos összetételűnek kell lennie a vizsgálandó mintával. 

Ilyen standard oldatok készíthetők ugyan, de ezek tar
tósítása nem megoldott, általában csak 2-3 napig hasz
nálhatók.
Amennyiben a módszerünk pontos, ebből még nem okvetle
nül következik, hogy azzal a.valós értéket határoztuk 

meg. Ha például a standard oldatunk összetétele, ami 
alapján számolunk hibás, vagy ha a fotométerünk mono- 

kromátora nem az előirt hullámhosszat biztosítja, pon
tos módszerrel is hibás eredményt kaphatunk.
Ezek a tényezők teszik érthetővé, hogy az abszolút kon
centráció meghatározása miért ütközik gyakran elhárít
hatatlan nehézségbe.

Mivel a vérben 4o-5o komponens jelenlétével kell 
számolnunk, ezért az analitikai módszerek fejleszté
se során olyan szelektiv kémiai eljárások és reagen
sek kidolgozása a cél, hogy egyes komponensek megha
tározása, más alkotók jelenlétében is biztonságosan 

megvalósítható legyen.
Egyre nagyobb az igény az elemzések érzékenysé

gének fokozására is. az érzékenység definíciója tulaj
donképpen azt fejezi ki, hogy a vizsgált koncentráció 

intervallumban, mennyi az a legkisebb koncentráció kü
lönbség, amelyet a használt módszer még egyértelműen 

meg tud különböztetni. Ennek számszerű mértékéül a 

kétszeres szórást használjuk,
A szükséges érzékenységi fok teszi lehetővé a már fi
ziológiailag értékelhető változások megbízható anali
tikai észlelését.
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1.4.2. Fehérjeraentesités nélküli elemzés

Az utóbbi évek során kidolgozott néhány fehér- 

jementesités nélküli analitikai eljárás, a már emlí
tett biológiai szempontok mellett, további előnyök
re hivta fel a figyelmet. Lényegesen kevesebb egy-egy 

analizis munkafázisa, nincs időigényes centrifugálás, 
a kevesebb bemérés következtében a pontosság és a rep
rodukálhatóság várakozáson felül javult.Ezek a mód
szerek igen kis anyag, ill. minta mennyiséget igényel
nek. Könnyen automatizálhatók, elmarad a komplikált 

dializis, igy különféle automata müszertipusra alkal
mazhatók.

1.4.3* Az elemzések fotometriás, vagy egyéb 

műszeres kiértékelhetősége

A klinikai kémiai analízisekben nagy szerepük van 

a fotometriás eljárásoknak, a következő okok miatti
A szinreakciók nagy érzékenysége és ennek foly

tán a meghatározásokat kis minta mennyiségekkel is el 
lehet végezni.

Az eljárások aránylag egyszerűek, gyorsak, leg
több esetben nem szükséges a meghatározandó komponens 

teljes izolálása.
A szinreakciók nagy száma olyan anyagok megha

tározását is lehetővé teszi, amelyek az analitika szá
mára egyébként nehezen hozzáférhetők. /Enzimek, lipoi- 

dok, vitaminok, stb,/
Kern igényelnek költséges műszerezettséget, igy 

általánosan alkalmazhatók. A mérések átfolyós küvet- 

tákkal könnyen félautomatizálhatók,
A korszerű klinikai kémiai elemzések tekintélyes ré
sze a fotometriához kapcsolódik.
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Ezenkívül ismertek a pH mérésre visszavezetett vér
gáz analízis ill. sav-bázis egyensúly vizsgálat, a 

kis számú ionszelektiv membrán elektród alkalmazása 

és a gázkromatográfiás elemzések.
Mind nagyobb szerepet játszik azoknak a rendkívül ala
csony koncentrációban található anyagoknak a mérése, 
amelyek kulcsfontosságúak az anyagcsere folyamatok 

szabályozásában /steroid hormonok, fehérjék, nuklein- 

savak, stb./. A mérések ultramikro módszerekkel tör
ténnek, amelyek izotóppal jelzett vegyületet igényel
nek PH, 14C, ^2^I, stb./. Ennek hatásaként a nukle
áris műszerparkra épülő laboratóriumi vizsgálatok al
kalmazása is megfigyelhető napjainkban.

1.4.4. Mikro módszerek használata

A mikro eljárások bevezetésének legfőbb indoka, 

hogy-bizonyos esetekben /csecsemőknél, eszméletlen 

állapotban, stb./ nehézségbe ütközik a vizsgálathoz 

szükséges vénás vérvétel. Előnyt jelent, ha az elem
zést a bőr megszurása által nyert kevés vérből is el 
lehet végezni. Ezenkívül az analízisek állandó szapo
rodó száma miatt, egyre gyakrabban merül fel szüksé
ge annak, hogy minél kevesebb anyag felhasználásával 
tegyük lehetővé több összetevő elemzését ugyanabból a 

vérmintából. Nem lebecsülendő előny a mikro eljárá
sok révén elérhető költség és anyagmegtakaritás je
lentősége sem.

1.4.5. Az analitikai eljárások automatizálha- 

tósága

Miután a jövő útja kétségtelenül az automatizálás,
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ezért már most olyan módszerek alkalmazása, ill. ki
dolgozása szükséges, amelyek a későbbiek folyamán - 

a gazdasági és a technikai lehetőségek megvalósitása 

esetén - minden változtatás nélkül mechanizálhatók 

legyenek, azaz módszertani nehézségek a program kivi
telét ne akadályozzák.
A kivánatos eljárások alapvető feltétele, hogy kevés 

mérési fázisból álljon és ne tartalmazzon olyan lé
pést, amely nem, vagy csak körülményesen mechanizál- 

ható. Megfelelő metodikák kidolgozásával kell bizto
sítani a már meglévő műszerek analizis programjainak 

kiszélesítését is.

Az analitikai eljárásokkal szemben támasztott 

követelmények összehangolásával biztosítható a kívánt 

vizsgálati mennyiség elvégzése megfelelő minőségben 

és idő intervallumban.
A fenti kivánalmaknak megfelelően kidolgozott elemzé- 

- si eljárással érhető el továbbá a laboratóriumi sze
mélyzet munkaidejének célszerű felhasználósa és a mű
szerezettség leggazdaságosabb kihasználtsága.

A felvázolt feladatok határozzák meg a klinikai 
kémiai laboratóriumok vegyészének tevékenységét és 

felelősségét. Nem kétséges ugyanis, hogy a megfelelő 

analitikai módszerek kiválasztása, ellenőrzése, vagy 

esetleg éppen kidolgozása többnyire egyedül az ő fe
ladatát képezi.
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2. FOTOMETRIÁS MIKRO ANALITIKAI ELJÁRÁSOK

2.1. SZÉRUM KARBAMID MEGHATÁROZÁS MIKRO ELJÁRÁSSAL

A fehérjeanyagcsere laboratóriumi vizsgálatá
hoz tartozik a vérben, a szérumban és a vizeletben a 

különböző nitrogén tartalmú anyagcsere termékek megha
tározása* A szérum nitrogén tartalma elsősorban a nagy 

mennyiségű fehérjében található. A szérumnak nem fehér
jében foglalt nitrogén tartalmát "raaradéknitrogén", 
vagy "restnitrogén" névvel jelölik. A maradéknitrogén 

fogalmán egy sor nem fehérje természetű nitrogéntartal
mú vegyület értendő, mint a karbamid, kreatin, kreati- 

nin, hugysav, aminosavak, nukleotidok, glutathion, és 

számos más anyag, amelyek kémiai természete csak ke
véssé tisztázott. Az 1. táblázat mutatja a szérum és 

a vér maradéknitrogén, valamint frakcióinak átlagos 

normálértékét /2о/.
A raaradéknitrogén természetszerűen csak nitrogén mg %- 

ban adható meg, ugyanez vonatkozik az aminosavnitrogen 

mg %-ra is, A karbamid koncentrációját mind nitrogén 

mg %-ban, mind karbamid mg %-ban kifejezhetjük. Ha
zánkban általában szokásosabb a karbamid-íl-ben való 

koncentráció megadás, mig a külföldi irodalomban a 

karbamid mg % érték.
Az 1, táblázat adatai szérum és vér fehérjementesi
tett szürletóre vonatkoznak, A fehérjék nitrogén tar
talma miatt a fehérjementesités szükséges. A táblá
zatból látható, hogy teljes vérben a maradéknitrogén 

/a karbamid azonban nem/ valamivel nagyobb koncent-
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rációju, minthogy a glutathion, a nukleotidok, stb. 

a verseitekben nagyobb mennyiségben vannak, mint a 

szérumban.

1. táblázat
Szérum és vér maradéknitrogén, valamint összetevői
nek átlagos, normáltartománya.

Szérum 

mg %
Vér 

mg %
Komponens

Maradók-N
Karbamid-N
Karbamid
Aminosav-N
Hugysav-N
Hugysav
Kreatinin-N
Kreatinin
Glutathion-N
Glutathion
Nukleotid-N
Ergot hi onin-lí
Ergothionin

25 - 43 

lo - 18 

2o - 38

28 - 45
lo - 15
2o - 33
4,5 - 7
o,4 - 1,3

3 5
o,7 - 1,6
2 4 1 3
o,4 - o,6

1.3
o,4 - o,6
1,2 - 1,5 

4,4 - 4,8
24 - 4o

1

4 7
2,9 - 3,7

16 2o

Normál körülmények között a maradéknitrogén közel 
fele karbamidnitrogénnek, mintegy negyede aminosav- 

nitrogénnek felel meg. Az egyéb összetevők a mara
dék negyedet képezik. Kóros körülmények között /pl. 

elégtelen veseműködésnél/ a teljes maradéknitrogén 

8o %-át jelentheti a karbamidnitrogén koncentráció
ja.
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2.1.1. Klinikai karbamid meghatározésok értékelése

Tartalmában nem egészen pontosan definiált maradéknit
rogén helyett az utóbbi időben a négy főkomponens /kar
bamid, szabad aminosav, kreatinin és hugysav/ külön-kü- 

lön történő meghatározása terjedt el. Hazánkban a kli
nikai kémiai laboratóriumok mintegy 5o%-ában a maradók- 

, nitrogén meghatározás még ma is használatos /18/.
Az elemzéseket Rappaport-Eichhorn szerint /21/, vagy mó
dosításai alapján végzik. A meghatározás a következő el
ven alapulj A fehérjementesitett vérhez, vagy szérumhoz 

mért alkalikus hipobromit oldat a fehérjementes szür- 

letben lévő aminocsoportu vegyületeket oxidálja. Az oxi
dáció befejeztével a hipobromit feleslege jodometriás 

titrálással meghatározható. A titrálásra fogyott nátrium- 

tioszulfát mennyiségéből számolható a maradéknitrogén 

koncentrációja. Miután e módszer több lépésből áll /fe
hér jemente3ités, centrifugálás, a szürlethez lúgos hi
pobromit, az oxidáció után sav, káliumjodid, keményítő 

bemérés, titrálás/ munka és időigényes, ezért ma már so
rozat vizsgálatra nem megfelelő, valamint reprodukálha
tósága az 5-6 térfogat mérés halmozódó hibája miatt nem 

kielégítő. A hipobromit oxidáló ereje időben csökken, 
ezért a titrálásra használt tioszulfáttal együtt na
ponta frissen készítendő, ill. higitandó tömény törzs
oldatból, melyek hatóértéke, ill. faktora naponta ellen- 

Л meghatározás nem specifikus, hiszen többőrizendő.
aminocsöpörttál rendelkező vegyület koncentrációjának 

összegeként adódik a maradéknitrogén mennyisége, holott 

az összehasonlitás ill. a számolás karbamid standard se
gítségével történik.

A karbamid kórtani jelentősége miatt célszerű és
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ajánlott, hogy minden hazai klinikai kémiai labora
tórium, a karbamid meghatározására térjen át.
A karbamid analizise a klinikai laboratóriumi gyakor
latban a következő ismert elveken alapszik.

A fehérjementesitett szürletből a karbamid xant- 

hidrollal kicsapható és a vizben alig oldódó dixanthil- 

karbamid csapadék gravimetriásán, vagy nefelometriásan 

meghatározható /22,23/. Sorozatvizsgálatra időigényes
sége és a nagy szérummennyiség miatt nem megfelelő.

A karbamid bizonyos organikus vegyiiletekkel szi- 

nes reakció terméket képez, amely fotometriás elemzés
re alkalmas. Általában a diacetilmonoximmal képzett 

szinreakciót részesítik előnyben és alkalmazzák /24» 

25,26/. A reakció alapja a karbamidnak Pearon konden
zációja diacetilmonoximmal, savas közegben, melegités 

hatására /27/.
A módszer utánvizsgálata alapján megállapítást nyert, 

hogy nem specifikus /citrullinnal, triptofánnal és al- 

lantoinnal is reagál/ ezenkívül a Beer-Lambert törvényt 

sem követi a klinikai laboratóriumban megkívánt kon
centráció tartományban /28/.

Az ureáz enzim a karbamidot ammóniára és széndi
oxidra bontja és a keletkező ammónia mennyisége meg
határozható, Erre a célra általában a Berthelot reak
ció használatos, a keletkező indolfenolkék nagy molá
ris extinkciós koefficiense miatt -£ = 2o,3oo - /28/,
A gyakorlatban pufferolt ureáz szuszpenzióhoz méren
dő szérum, majd 3o perc várakozás szükséges /37 C°-os 

termosztátban/ a karbamid bontás befejeztéig. Az am
mónia meghatározásra használatos fenol és lúgos hipo- 

klorit reagens hozzáadása után kb. 1/2-1 óra múlva 

alakul ki az indolfenolkék szine, amely végül foto
metriás kiértékelésre alkalmas. A szin instabil, fény
re érzékeny.
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A meghatározásnál mérjük a szérum eredeti ammónia tar
talmát is, ez azonban a karbamid bontásából származó 

ammónia mellett elhanyagolhatóan csekély; /o,o5 - o,2 

mg /5/. Nem kétséges, hogy specifitás tekintetében az 

ureáz módszer a legmegfelelőbb karbamid meghatározás. 
Nem ismerünk ugyanis a karbamidon kivül más, a szerve
zetben előforduló vegyületet, amelyet az ureáz bontana. 
Az eljárás további előnye, hogy minta igénye; 2o-loo pl. 

A meghatározásnak van azonban néhány gyakorlati hátrá
nya - enzim tisztaság, az enzim költsége, ammónia men
tes reakció körülmények, 4-5 reagens használata, amely 

reagensek nem tárolhatók tartósan, idő igényessége és 

főként az időben elhúzódó szinváltozás - amelyek na
gyobb számú minták analizise esetén szinte át sem hi
dalhat ók.
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2.1.2. KARBAMID MEGHATÁROZÁS DIMETILGLIOXIMMAL

Abból a tényből kiindulva, hogy az oximok a karba- 

middal reagálnak /29/ célszerűnek látszott, egy egysze
rű, minimális és stabil reagenst igénylő, lehetőleg 

gyors karbamid meghatározást ezen elv alapján kidolgoz
ni.

Kisérleti rész

A karbamid és a dimetilglioxim reakció optimális 

körülményeinek tisztázása céljából az alábbi kísérle
teket végeztem. A reakció a karbamid és a dimetilgli
oxim között savas közegben és melegités hatására ját
szódik le. Az aciditás biztosítására kénsavat alkal
maztam, a.reakcióhőt forrásban lévő vizfürdő használa
tával biztosítottam. Mivel a dimetilglioxim vizben kis 

mértékben, alkoholokban azonban jól oldódik, ezért és 

a magasabb reakcióhőt is figyelembe véve, oldószernek 

glicerint alkalmaztam.
A kénsav célszerű koncentrációjának megállapitásót a 

következő mérések alapján végeztem.
Alkalmazott kisérleti koncentráció:

3 x lo~2 mól/l 
4,o
о - 1,5

Dimetilglioxim
Glicerin
Kénsav >
A kísérletek alkalmával 2,о ml, a leirt összetételű 

reagensbe mértem 2o ^1 5o mg % koncentrációjú karba
mid standardot. /А standard oldatot o,l % benzoésav- 

val tartósítottam./ Az egyes reakcióelegyeket forrós

mól/1
mól/l

ban lévő vízfürdőbe helyeztem.
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A szükséges reakcióidőt loo C° hőmérsékleten a maxi
mális fényelnyelés időbeli kialakulása alapján figyel
tem meg# A reakcióelegyek fényelnyelését, a kialakuló 

termék fényelnyelési maximumán, 48o nm hullámhossznál 
mértem# A mérésekhez "Spektromom 36o" spektrofotométert 

és 1 cm-es küvettát alkalmaztam.
A fényelnyelés értékeit a kénsav koncentrációjának függ
vényében a 6. ábrán ábrázoltam.
Standard oldat helyett szérum alkalmazása esetén, az 

erősen savas közeg és a melegités hatására a szérum 

fehérjék denaturálódtak. A heterogén oldat fotometri
áé kiértékelésre alkalmatlannak bizonyult. Ezért a fe
hérjék eltávolítására a következő fehórjementesitési 
eljárások közül igyekeztem kiválasztani a legcélszerűb
bet. Savas szürlethez 6 x lo"'*' mól/l triklórecetsavat,
ill. 6 x lo’1 mól/l perklórsavat alkalmaztam. Semleges

—1 «Лszürlethez 3 x lo mól/l nátriumwolfrámát és 6,3 x lo
mól/l kénsav 1 : 1 arányú elegyét használtam. Lugos
szürlethez 3,5 x lo“1 mól/l cinkszulfát és 5 x lo“'*’
nátriumhidroxid 1 : 1 arányú elegyét alkalmaztam.
Minden esetben l,o ml fehérjementesitőhöz loo p.1 szé
rumot, ill, karbamid standardot mértem és lo perc vá
rakozás után centrifugáltam le a denaturálódott fehér
jét. Ezt követően o,5 ml fehérjementesitett homogén ol
datot mértem 2,о ml következő koncentrációjú reagens
hez :

3 x lo"2 mól/l 
4,o 

l,o

Dimetilglioxim
Glicerin
Kénsav

mól/l 
mól/l

2o perc loo C°-on történő melegités után mértem az 

egyes reakcióelegyek fényelnyelését, a fehérjementesi- 

tők összehasonlitása céljából.
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A meghatározási eljárás egyszerüsitése érdekében szük
ségesnek látszott a bemérési lépések csökkentése. 

Megfigyeléseink szerint /Зо/ a szükséges reagensek 

/fehérjementesit6, szinreagens/ egyetlen oldatban 

összehozhaték.
A megfelelő reagens összetétele: 

Dimetilglioxim 

. Glicerin 

Kénsav 

Perklérsav

3 x lo“2 mől/1
mól/l4,o 

1,0
6 x lo“1 mól/l

mól/l

A meghatározásoknál 2,о ml reagensbe mértem 2o ^il kar- 

bamid standardot, ill. szérumot, centrifugálás után a 

felüluszó homogén oldatot kémcsövekbe öntöttem át.- 2o 

perc loo C°-on történő melegités után mértem a reakció- 

elegyek fényelnyelését és ebből számoltam a minta kar- 

bamid koncentrációját,
A leirt reagens és munkamenet alkalmazásával a 

meghatározás megbizhatósága és a reprodukálhatóság 

vizsgálata céljából a következő kísérlet sorozatot 
végeztem.

A Beer-Lambert törvény érvényességét vizsgáltam 

о - 2oo mg % karbamid koncentráció tartományban, stan
dard oldatok felhasználásával.

Ismert karbamid koncentrációjú liofilizált kont
rol szérummal /Versatol-General Diagnosztics gyárt
mány/ összehasonlitó vizsgálatokat végeztem lo-lo pár
huzamos; mérés alapján. Az elemzések átlagértékeit és 

a százalékos eltérést a 2, táblázat tartalmazza.
Önkényesen kiválasztott szérumból 2o meghatáro

zást végeztem a standard deviáció és a variációs 

koefficiens meghatározása céljából. Az eredményeket 
a 3. táblázat tartalmazza.
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2. táblázat

Versatol 11° 
27o91o9

EltérésSaját mérés

+ 5,8 %27,5 mg %26,o mg %

Versatol 11° 
2448079

EltérésSaját mérés

- 1,5 %64,o mg %65,o mg c/o

táblázat3»
Karbamid meghatározás hibaszámitása

/x-x/2 X = 59,2 mg %/х-х/n X

4,00
o,49
0,64
0,04
o,49
3,24
2,56
4,41
2,89
o,o9
4,oo
o,81
o,l6
5,29
1,21
o,o9

lo,24
o,o9
3,24
o,l6

2,o
o,7
0,8
o,2
o,7
1,8
1,6
2,1
1.7 

o,3 

2,o 

o,9 

0,4 

2,3 

1,1 

o,3 

3,2 

o,3
1.8 

o,4

57,21
58,52

i 1,52 mg/ö63,03 S ss

59,o
58.5 

62, о
60.8
57.1
57.5
58.9
61.2
58.3
59.6
56.9
58.1
58.9
62.4 

58,9
57.4
60.2

4
5

VK a 2,6 %6
7
8
9

lo
11
12
13
14
15
16
17
18
19
2o
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A kísérleti eredmények és értékelésük

A reakció a karbamid és a dimetilglioxim között 

valószínűleg a Beckman-féle oxim átrendeződéssel in
dul, kénsav hatására, magasabb hőmérsékleten /loo C°- 

on/. A további lépés azonos a diacetilmonoxim - karba
mid reakcióval /27,31/« Ennek eredményeként 3-hidroxi- 

-5-aminometil-6-metil-1.2.4.-triazin keletkezik, amely 

a konjugált kötések miatt szines, fónyelnyelési maxi
muma a kísérleti körülmények között 48o nra-nél talál
ható.

A reakcióhoz szükséges kénsav optimális koncent
rációját - az adott kísérleti feltételek mellett - 

l,o mól/l-nek találtam. /6.ábra/ Perklórsav még 2,о 

mól/l töménységben sem elégséges a reakció teljes le
játszódásához, tehát a hidrogénion koncentráció bizto
sításán túl kénsav jelenléte is szükséges*

Fehérjementesitésre legcélszerűbbnek a perklór- 

savat találtam. így megoldható volt, hogy a kénsavas, 
dimetilglioximos reagens egyben a fehérjementesitőt 

is tartalmazza. A wolfrámsavas és a cinkhidroxidos 

fehérj ementesités is alkalmasnak bizonyult, a fényel
nyelés értékében eltérést nem tapasztaltam.
Ezen fehérjementesitők használatakor azonban a fehér- 

jementesitett szürlet további bemérése szükséges a 

savas dimetilglioximos reagensbe. A gyakorlatban leg
elterjedtebb fehérjementesitő a triklórecetsav nem 

alkalmazható, mert a reagens elkészítése után 2-3 

napon belül reagál a dimetilglioximmal. Perklórsav 

használatakor hónapok alatt sem történik olyan vál
tozás, amely a reakcióképes dimetilglioxim teljes át
alakulásához vezetne. így a reagens szobahőmérsékle
ten is hosszabb ideig stabilis.
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H2so„

I
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CH3 NH
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CH3 NH3cXcX \C=N0H H,Ns. N
C=0I + /c=o h2n

c C-OHNH
ГI

HsC^HCH* N
3-hidroxi-5-aminometil-6-metiM.2A-tnazin

A
0,800.

A

0,100_

H^SO* 1,5 mól/Г1.00,50
6. ábra Kénsav hatása a karbamid-dimetilglioxim reak

ció termékének fényelnyelésére.
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Az eljárás о - 2oo mg % karbamid koncentráció tarto
mányban /a klinikai gyakorlatban előforduló határok/ 

követi a Beer-Lambert törvényt.
A kisérletek alapján a megfelelő reagens készí

tése, az analizis kivitele, az eredmény sz4molása, 
ill. értékelése a következő:

Karbamid reagens: Desztillált viz
Glicerin

4oo ml 
3oo ml 
3,5 g 

loo ml
Dimetilglioxim 

Kénsav konc.
Perklórsav 60 %-oa loo ml
oldódás után ad looo ml desztillált
vizzel.

Analizis kivitele:

MintaReag.vak StandardOldatok

2,o ml 2,o ml2,o ml 
2o p.1

Karbamid reag.
Standard
Szérum 2o }xl

Az oldatok mérése műanyag vagy üveg centrifuga csőbe 

célszerű. A szérum bemérése után a fehérje a perklór
sav hatására kiválik. Gentrifugálás után a felüluszó 

homogén reakcióelegyet kémcsövekbe öntjük át, majd 

pontosan 2o percre állandó forrásban lévő vízfürdő
be tesszük. Ezt követően csapviz alatt lehűtjük és 

48o nm-nél reagens vakra nullázott fotométeren mér
jük a standard és a minta fényelnyelését. A reakció 

termék szinstabilitása szobahőmérsékletén 24 óra.

I

I



- 41 -

Az eredmény számolása;

Minta extinciója 

Standard extikciója
я minta mg karbamid tartalma / loo ml szérum»

x standard mg % koncentrációja о

Normál érték: 2o - 5o mg karbamid / loo ml szérum, ill» 

lo - 24 mg karbamid-N / loo ml szérum.

Meghatározási idő: 1 minta + standard /*-/ 3o perc
6o perc5o minta + standard

A megbizhatósági és reprodukálhatósági vizsgála
tok alapján /2.- 3. táblázat, standard deviáció; í 1,52 

mg %, variációs.koefficiens: 2,6 %/ a módszer a klini
kai laboratóriumi igényeket messzemenően kielégiti» Mi
vel az analízishez egyetlen reagens szükséges a módszer 

az automatizálás céljára kedvező.
Vér, liquor, vagy megfelelően higitott vizeletrainta 

esetén a meghatározás a szérum karbamiddal analóg mó
don végezhető»
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2.2. SZÉRUM ÖSSZFEHÉRJE MEGHATÁROZÁS MIKRO ELJÁRÁSSAL

Az emberi vér-plazma egészséges körülmények kö
zött 6,5 - 8,o g % fehérjét tartalmaz, ami azt jelenti, 

hogy átlagos plazma térfogattal számolva a keringő plaz
mafehérje mennyisége felnőtt emberben kb. 2oo gramm.
A plazraafehérje voltaképpen különböző fehérje komponen
sekből áll, amely frakcionálási eljárásokkal összetevői
re bontható.
A szervezetben egyetlen egységes fehérjeanyagcsere van, 
amelynek a plazmafehérjék is részei. A plazmafehérje 

kép tisztázásának első lépcsője az összfehérje mennyi
ségi meghatározása.

2.2,1, Klinikai összfehérje meghatározások értékelése

A klinikai laboratóriumi gyakorlatban alkalmazott 

plazma, ill. szérum összfehérje meghatározások a követ
kezők:

Kjeldahlometriás meghatározás /32/. A plazmát tö
mény kénsavval hevitve elroncsoljuk, mire a plazmában 

lévő fehérje nitrogénje ammóniává, ill. aramóniumszul- 

fáttá alakul át. A roncsolás befejezése után a kénsav 

által megkötött ammónia meghatározható. Általánosan 

szokás a plazmafehérje nitrogén tartalmát 16 %-nak ven
ni és ennek alapján a meghatározott nitrogén koncentrá
ció 6,25-tel szorozva számitható a fehérje koncentrá
ciója, Utánvizsgálatolc szerint humán plazmafehérje meg
határozásánál alkalmasabb a 6,54 szorzószám használata, 

amelyre többek nyomán Chariaviglio utal /33/.
Az elemzés igen pontos eredményt ad, különösen abban az
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esetben ha desztillálóval dolgozunk. Kielégítő pontos
ságú a Kjeldahlozás fotometriás befejezése is, a kénsa
vas oldat ammónia tartalma Nessler reagenssel, vagy 

Berthelot reakcióval fotometrálható.
A Kjeldahlometriás összfehérje meghatározás sorozat elem
zésre a komplikált technikai kivitele miatt nem megfele
lő» egy-egy meghatározás sok időt igényel. Egyéb fehérje 

meghatározási módszer kalibrálására, kontrol szérumok 

standardizálására használatos.
Gravimetriás meghatározás /34/* A plazmafehérje te

litett ammóniumszulfáttal acetát pufferben, loo G°-on 

koagulál. A fehérje csapadék analitikai szűrőpapíron 

összegyűjthető, mosás és száritás után gravimetriásán 

mérhető. Időigénye miatt sorozat vizsgálatra alkalmat
lan.

Meghatározás fajsúly alapján. A plazma fehérjetar
talma és fajsulya közötti összefüggést a következő egyen
let adja meg:

fehérje g % = /fajsúly - 1,оо7/ • к 

А к faktor értéke Phillips és mts.-i szerint 377 /35/*
Az eljárás sorozat vizsgálatra alkalmasnak látszik. 

Előnye, hogy gyorsan kivitelezhető. Alkalmazásának aka
dálya, hogy különböző anorganikus és organikus plazma 

alkotórészek kóros szaporulata emeli a fajsulyt és a 

hiba egyes esetekben + lo % Í3 lehet, a fajsúly alap
ján számitott és a tényleges plazmafehérje érték között.

Meghatározás spektrofotometriásán /36/. A fehérjék 

ultraibolya fényben abszorbeálnak a vegyületben talál
ható peptidkötés, valamint az aromás aminósavak /tiro- 

zin, triptofán, fenilalanin/ jelenléte miatt. A fényel
nyelés pH függő, pH 7»5-nél az abszorpciós maximum 21o- 

- 22o és 28o nm-nél található. Empirikus extinkciós koef
ficiens alapján számolható az összfehérje mennyisége.
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A módszer nem specifikus a fehérjére, a szabad aro
más aminósavak, a hugysav valamint a xanthin ultra
ibolya elnyelési zavarása miatt, A meghatározáshoz 

preciz és drága UV spektrofotométer szükséges. 
Meghatározás biuret reakcióval,

A klinikai kémiai gyakorlatban a legelterjedtebb eljá
rás, Hazánkban a laboratóriumok háromnegyed részében 

használatos /18/, egyes országokban standard módszer
ként lett bevezetve /3f/.
A mérésre az ad módot, hogy a fehérjék réz/II/ionok- 

kal lúgos közegben lila szinü komplexet képeznek, amely 

fotometriás analízisre alkalmas, A fehérjékhez hasonló
an reagálnak a peptonok is, számos polipeptid, a biu
ret és általánosságban az összes olyan vegyület, amely 

legkevesebb két -COHHg, -CONH-, -CSNHg, -C/aHH/MHg 

csoportot, ill, kötést tartalmaz,
A biuret módszert első Ízben Riegler alkalmazta vize
letfehérjék meghatározására /38/,Azóta több módosítás
sal használják plazma, ill, szérum összfehérje elemzés
re. A biuret reakció lejátszódása és az előálló színe
zék a használt reagens összetételétől és koncentráció
jától messzemenően függ. Eredetileg a CuSO^ oldatot 

és a lúgot külön-külön adták a mintához és a kivált 

rézhidroxid csapadékot a reakció keverékből el kellett 

távolítani. Kingsley állapította meg, hogy a rézhidro
xid csapadék kiválását a lugtartalom emelésével el le
het kerülni /39/. Hasonló hatást kívántak elérni a 

különböző komplexképzők hozzáadásával, amelyek a réz
iont alkalikus közegben komplex formában stabilizál
ják, azonban a réz-fehérje komplex kialakulását nem 

akadályozzák meg# Erre a célra a következőket aján
lották: etilénglikol /4о/, glicerin /41/, K-Ha-tarta- 

•rát /42/, karbamid /43/ és EDTE /44/*
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A gyakorlatban általánosan elterjedt, hogy a réz/II/- 

ionokat tartarát komplex formájában tartják lúgos ol
datban. A reakció során a rézhez koordinálódott tar
tarát ligandum egy része peptidkötést tartalmazó fe
hérje ligandumra cserélődik ki,
A kicserélődési reakció időben elhúzódó, a réz-fehér
je komplex lila szinénck kialakulása a reakció indi- 

tása után több óra elteltével sem teljes, folyamatos 

fényelnyelés növekedés figy' ’’■'ető meg. Ez által a meg
határozás pontatlansága jele1" ős, mintegy + 5 % rela
tiv hiba / óra.
Ezenkivül a reagens egy törzsoldat /CuSO^ + KUa-tar- 

tarát/ és egy higitó oldat /ЕаОН/ keveréke, amely 

csak pár napig stabilis.
A meghatározás általában több lépésben történik, mun
kaigényes.



- 46 -

2.2.2. ÖSSZFEHÉRJE MEGHATÁROZÁS MÓDOSÍTOTT BIURET 

' REAGENSSEL

A kicserélődési reakció időben elhúzódik, tehát 

az elemzés pontatlan, a reagens instabilis, a kivi
tel több lépéses, ezért indokoltnak látszott a biuret 

reakcióval történő összfehérje meghatározás felülvizs
gálata és egy olyan reagens kidolgozása, amely a fent 

említett hátrányokkal nem rendelkezik /45/.

Kísérleti rósz

A réz/II/ion lúgos közegü oldatban tartásához a 

következő ligandumokkal végeztem kísérleteket: citrom
sav, almasav, alanin, borkősav és EDTE. Az egyes li- 

gandumok kiválasztásánál igyekeztem a klasszikusan 

használt tartaráthoz hasonló funkciós csoportú /- OH, 
-СООН/ vegyületeket alkalmazni. Több amin csoportot 

tartalmazó komplexképzők használata nem célszerű /di
et ilén-triamin, trietanolamin, TRIS, stb./ hiszen ezek 

rézkomplexeinek saját fényelnyelése a réz-fehérje komp
lex elnyelési sávjában jelentős.
A kicserélődési reakció időbeni alakulását spektrofoto
metriásán követtem, a végtermék fényelnyelósi maximu
mához tartozó hullámhossz /545 nm/ mellett.
Az oldatösszetétel minden kisérletnél a következő volt:

8 x lo”3 mól/l 
1 x lo"1 mól/l 
5 x lo“1 mól/l

CuS04 • 5H20 

Ligandum 

NaOH
A kivitel során 5»o ml reagensbe loo ^д.1 standard széru
mot mértem, amely összfehérje koncentrációja a gyári
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adat szerint /Versatol/ 7,1 g % volt. A beméréssel egy- 

időben indítottam a stopperórát és figyeltem a fény- 

elnyelés időbeli változását /7.ábra/.
A reakciósebesség megállapitása céljából a fény

elnyelés kezdeti változását milliméter papiron nagyobb 

lépték mellett ábrázoltam /Q.ábra/. Kezdeti reakcióse
bességnek az egyenesek, ill. a görbékhez húzott érin
tők iránytangensét tekintettem.

Kísérleteket végeztem a reakcióhoz szükséges lúg- 

koncentráció megállapitására.
A következő oldat összetételt használtam:

8 x lo"5 Ш01/1
1 x lo 1 mól/l

1 - 6 x lo"1 mól/l
5,o ml reagensbe mértem loo pl, 7,1 g % fehérje koncent
rációjú szérumot és 6o perc várakozás után regisztrál
tam az egyes minták fényeÍnyeiését. Az 545 nm-en mért 
fényabszorpciót az alkalmazott lugkoncentráció függvé
nyében ábrázoltam /9.ábra/.
A kísérletekhez használt ligandumok közül a citrát 

koncentrációjának hatását vizsgáltam a reakcióra.
A következő összetételű oldatot készítettem:

8 x Ю-5 m(5i/i
2 - 25 x lo”2 mól/l

5 x lo“1 mól/l
5,o ml reagensbe loo pl szérumot adtam és 60 perc 

várakozás után mértem a fényelnyelést, amelyet a citrát 

koncentrációjának függvényében ábrázoltam /lo.ábra/.
A kísérletek során keletkező termék spektrumát a kö-

CuS04 • 5H20
Ligandum
NaOH

CuS04 • 5H20
Na^-citrát
NaOH

vetkező oldat összetétel mellett vizsgáltam:
CuSO, • 5Ho0 4 2 
Ligandum
NaOH

8 x lo”5 mól/l 
1 x lo"1 mól/l 
5 x lo"1 mól/l
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5,o ml reagensbe mértem loo jxl 7,1 g % fehérje tar
talmú szérumot, majd lo éra elteltével vettem fel a 

spektrumot, mikor a fényelnyelés értékében már válto
zás nem történt /11*ábra/# A méréseket "Spektromom 

36o" spektrofotométerrel végeztem, 1 cm rétegvastagsá
gú kiivettát alkalmazva. A készüléket a mindenkori rea
gens vakra nulláztam.

A Beer-Lambert törvény érvényességét vizsgáltam 

0-14 g % összfehérje koncentráció tartományban. Л 

7,1 g % fehérje koncentrációjú standard szérumból 50, 
loo, 15o és 2oo jal-t mértem be 5,о ml citrát ligan- 

dumot tartalmazó biuret reagensbe, majd mértem a fény
elnyelési értékeket.

Ismert összfehérje koncentrációjú, liofilizált 

kontrol szérum /Versatol-General Diagnostics/ felhasz
nálásával ellenőrző méréseket végeztem lo-lo elemzés 

alapján. Az analízisek átlagértékeit a 4. táblázat mu
tatja.

A módszer pontosságának és reprodukálhatóságának 

megállapitása céljából 2o párhuzamos meghatározást vé
geztem önkényesen kiválasztott szérumból. A méréseket 
a 5* táblázat tartalmazza.
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4. táblázat

Ver sat ol IT0 
о18бо22

EltérésSaját mérés

+ 1,3 %7,4o g %7,3o g %

Versatol U° 
2456121

EltérésSaját mérés

+ 1,7 %4,58 g %4,5o g %

5. táblázat
Összfehérje megliatározás hibászámitása

/x-x/2/х-х/n 2:

X = 6,3o g %6,25 o,oo25 

о,ooo9 

o,oo01 

о,o225 

о,ool6 

o,ol21 

o,oool 
o,oloo 

o,ol44 

0,0064 

о,ооЗб
OjOlOO

о,ol21 

o,o36l 
0,0000 

o,ol21 

0,0036 

0,0064
o,ool6
o,oloo

o,o5
0,03
o,o9
o,15
o,o4
o,ll
o,ol
o,lo
o,12
0,08
0,06
o,lo
0,11
0,19
0,00

0,11
0,06
0,08
0,04
o,lo

1■

6,332
± o,o95 g%6,21

6,45
3 S a

4
6,265

VK = 1,5 %6,196
6,297
6,4o 

6,42 

6,22 

6,36 

6,2o 

6,19 

6,49

8
9

lo
11
12

'• 13
14

6,3o15
6,1916
6,36 

6,38 

6,26 

6,2o

17
18
19
2o
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A kísérleti eredmények és értékelésük

A réz-fehérje komplex kialakulását a fényelnye-' 
lés időbeni alakulásával követtem, különböző kiindu
lási réz komplexek alkalmazása esetén. A mérési ered
ményeket a 7. ábra mutatja. A 8. ábrán a 3o percig 

történő fényelnyelés változást ábrázoltam.
Az előzőekben már leirtak szerint az alkalmazott li-
gandumc feladata a rézhidroxid keletkezésének megaka- 

dályozá lúgos körülmények között. A 7. és 8. ábrán 

látható, hogy leggyorsabb a reakció citrát ligandum 

alkalmazása esetén, leglassubb pedig az eddigi gya-

? » П

korlatban általánosan használt tartarát és EDTE ligan
dum jelenlétében.
Az iránytangensbői számolt relativ kezdeti reakcióse
besség az alkalmazott ligandumoknál a következő:

Ligandum Vo
Citrát
Almasav
Alanin
Tartarát
EDTE

o,34o 

o,3o8 

o,3o5 

o,195 

o,157
A fotometriáé analizisre alkalmas termék fényelnyelése 

citrát ligandum alkalmazásakor a reakció inditása után 

2o perccel határértéket ér el, mig tartarát és EDTE li- 

gandumnál ez mintegy lo óra után következik be. A 7. 
és 8. ábrán megfigyelhető továbbá, hogy a végtermék fény
elnyelése citrát ligandum használatakor jelentősen na
gyobb, mint tartarát, ill. EDTE ligandum esetében.
/Minden kisórlet azonos reagens koncentráció és szérum 

fehérje tartalom mellett történt./
Az egyes liganduraok alkalmazásakor tapasztalható 

reakciósebességi és fényelnyelésbeli különbségek a
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A
0,500 _

e
dc
ba

л

0,100 J

*
-»j T T*0 ORA 24

7.ábra A biuret reakció termékének fényelnyelés 
változása о - 24 óra között. Alkalmazott ligan- 
dumok: a./EDTE, b./tartarát, c./alanin, á./alma- 
sav, e./citrát.

12

A"
0,500..

0,100

S '

PERC 30
8.ábra A biuret reakció termékének fényelnyelés vál
tozása о - 3o perc között. Alkalmazott ligandumok; 
a./EDTE, b./tartarát, c./alanin, d./almasav, e./ 
citrát.
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keletkező termékek stabilitásaival és szerkezeteivel 
hozhatók összefüggésbe.
Első közelítésben a reakció során a réz/II/iont lúgos 

oldatban tartó komplexképző ligandum /L/ peptidkötést 

tartalmazó ligandumra /Р/ cserélődik ki:
CuL + P ^ CuP + L

Ezen egyszerű kicserélődési reakció és ugyanazon 

CuP komplex keletkezése esetén azonos értékű fényelnye
lés lenne várható különböző L ligandumok alkalmazása 

esetén, A kísérletek alapján talált fényelnyelésbeli 
különbség vegyes komplexek képződésének lehetőségére 

hivja fel a figyelmet.
Vizsgálataim szerint a különböző komplexképző 

ligandumok alkalmazásakor közel azonos lugkoncentráció 

szükséges a maximális fényelnyelés kialakulásához. Ez 

a 9. ábrán látható.
Az optimális lugkoncentráció o,5 mól/l-nek adódott. 

Tehát a' végtermék kialakulása függetlenül az alkalma
zott ligandumtól azonos plí-nál következik be. Az egyes 

görbék lefutásában látható különbségek szintén a kelet
kező rézkomplexek szerkezeti és stabilitási különbsé
geivel magyarázhatók. A o,6 mól/l lugkoncentráció fe
letti kismértékű fényelnyelés csökkenés a réz-fehérje 

-►róz-hidroxo komplex átalakulás kezdetére utal.
A kinetikai mérések alapján legcélszerűbbnek ta

lált citrát ligandum koncentrációjának függvényében a 

fotometriás elemzésre alkalmas termék fényelnyelése 

maximum görbe szerint változik, lo. ábra.
/2 x lo"2 mól/l citrát koncentráció alatt a rézhidro- 

xid kiválás,
használt trinátrium-citrát oldékonysága szabott ha
tárt a vizsgált koncentráció tartománynak/.

2,5 x lo"'1' mól/l tartalom felett pedig a
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A ..

0,500.

e

^d

К
/

o,ioo_ r*

TTTT
NqOH 0,6 mol/I

9.ábra Lugkoncentráció hatása a biuret reakció ter
mékének fényelnyelésére. Alkalmazott ligandumok; 
a./EDTE, b./tartarát, c./alanin, d./almasav, 
e./citrát.

0,1 CV*

0,500_

A

**OtfO.

0/Ю0
Na3CITRÁT 0,25 mól/l

lo.ábra Gitrát ligandum koncentrációjának hatása a 
biuret reakció termékének fényelnyelósóre.

TTT
0,10о

!
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A mérések alapján az látszik valószínűnek, hogy 

a reakció alkalmával a réz-fehérje komplex citrát li- 

gandumot is tartalmaz, tehát vegyes komplex keletke
zik, E vegyes komplex képződési sebessége és fényelnye- 

lóse nagyobb, mint az általam vizsgált többi ligandum 

kicserélődése folytán keletkező komplexé,
A vizsgált rézkomplexek kicserélődése esetén a 

keletkező végtermékek spektrumai a 11, ábrán láthatók,
A fényelnyelési maximumok 54o - 55o nm-nél találhatók,

. A spektrumok közel azonos lefutásából arra lehet követ
keztetni, hogy egy hasonló szerkezetű réz-fehérje, ill, 

réz-fehérje vegyes ligandumu komplexek képződnek, ame
lyek pontos összetételét még nem ismerjük eléggé.
Annyi bizonyos, hogy kelát tipusu, polinukleáris, szi- 

nes rézkomplexek képződésével kell számolni, amely szer
kezetének jelölésére még nincs egységes álláspont,

A Nielsen által javasolt struktúrát ábrázolja se
matikusan az 57- oldalon látható I, képlet, oly módon, 
ahogy a peptidláncban a rézionok elhelyezkedhetnek /46/, 

Egy rézion а -СОШ- csoportok négy nitrogén atomjához 

koordinativen kötődik. Ez a négy nitrogén atom a réz
ionokkal planáris helyzetű, Sztöchioraetrikusan az kö
vetkezik ebből, hogy egy réz/II/ion négy nitrogén ato
mot, ill, négy peptid kötést köt le. Erősen alkalikus 

oldatban ehhez még hozzájárul a peptidlánc felcsavaro
dása úgy, hogy egyidejűleg két peptidláncot a négy nit
rogén atommal koplanáris állásba lehet találni /47/.

Ray és Sen a reakciót közelebbről is felderítet
ték /48/, Szerintük összefüggés áll fenn a szintónue 

és a rézionoknak a fehérjékhez való kötődési módja kö
zött, Közelebbi vizsgálataikból kiderült, hogy a szi- 

nezék legkevesebb két komponensből tevődik össze. Az 

egyik /vöröses-lilás komponens/ 54o - 56o nm-nél
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11.ábra A biuret reakcióban keletkező 

komplexek opektrumai. 
Alkalmazott liganduraok; 
a./EDTE, b./tartarát, c./ala- 
nin, d./almasav, e./citrát.
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mutat abszorpciós maximumot és mintegy 48 óráig a fény
elnyelés állandó. Ez egy réz-fehérje komplexre vezethe
tő vissza, amely igen stabilis. A második /kék kompo
nens/, amely 7oo - 75o nm tartományban mutat fényelnye
lési maximumot, egy labilisán kötött rezet tartalmaz 

és ezért a fényelnyelés ennél a hullámhossznál igen 

gyorsan csökken. Ez arra látszik utalni, hogy a rend
szerben a rézhidroxid, ill. réz-hidroxo komplexek is 

átalakulnak réz-fehérje komplexé.
Aida és mts.-i szerint a biuret a rézionnal alka-

likus közegben két kelátot képez, egy vörös szinüt, 

amelynek összetétele: Uag [Cu/CgH^N-jOg^]e 4HgO és egy 

ibolya szinüt,amely Na[Cu/C2H3H302//0H//0H2/J* HgO kép
lettel irható le /49/*
Az első esetben a biuret molekula nitrogénje és a réz
ion koordinativen kötődik a komplexben, mig a másik 

kelátban egy nitrogén - fém koordináció, továbbá egy 

oxigén-fém koordináció - az -OH és 0H2 csoportokon ke
resztül - is szerepel.

További kutatások alapján a biuret reakcióhoz lú
gos közegben két OH csoport és több nitrogén atom szük
séges, ami lehet két szomszédos polipeptidláncban, vagy 

ugyanazon peptidláncon belül /5о/. Lugos közegben a 

-СОШ- peptid csoport tautomér alakja van jelen:
0 H OHи

-C - ÍT - ;z± - G = N -
Erősen lúgos oldatban az enolos OH csoport nitrogénje 

disszociál, az igy keletkező negativ töltés segítségé
vel az oxigén a rézzel kötődik, a nitrogének pedig sza
bad elektronpárjaikkal dativ kötést hoznak létre a réz
zel. Az igy keletkező komplex rendkívül stabilis. Egy 

peptidlánc esetén a komplex szerkezete /oó-helix struk
túra alapján/ a II. képlettel jelölhető.
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A kísérleti eredmények arra utaltak, liogy a kitű
zött cél - érzékenység fokozás, pontosság és reagens 

stabilitás - elérésére a citrát ligandum használata lát
szott a legalkalmasabbnak.
A vizsgálatok szerint az elemzéshez szükséges reagens 

összetétele, az analízis kivitele, az eredmény számo
lása és értékelése a következő:

l

Biuret reagens: CuSO^ • 5H20
Citromsav

2,o g 

21,o g
2oo - 3oo ml vizben való oldás után 

UaOH 1 mól/l 5oo,o ml, ezt követően
vizzel looo ml-re egészítjük ki.

Analizis kivitele:

MintaReag.vak StandardOldatok
2,o ml 
2o pl

2 ,o ml2,o mlBiuret reagens 

Standard szérum 

Minta szérum 2 о pl

2o perc várakozás után reagens vakra nullázott műsze
ren mérjük 545 nm-nél a standard és a minta fényelnye- 

lését.
Az eredmény számolása:
Minta extinciója x standard g l/j koncentrációja =
Standard extinciója
= minta g összfehérje tartalma / loo ml szérum.

Ilormál érték: 6,5 - 8,о g összfehérje / loo ml szérum.

Meghatározási idő: 1 minta + standard
5о minta + standard

25 perc 

4o perc
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A meghatározott standard deviáció: - o,o95 g % 

és a variációs koefficiens: 1,5 

zat/ a módszer a klinikai laboratóriumi gyakorlatban 

megfelelő és' a tudományos igényeket is kielégiti. 

о - 14 g % összfehérje koncentráció tartományban a 

Beer-Lambert törvény érvényes. Az analizis egyetlen 

reagenst igényel, amely szobahőmérsékleten hónapokon 

át tárolható. Az eljárás automatizálása megfelelő,
5oo jil liquor, vagy vizeletminta használatakor az elem
zés hasonlóan végezhető el.

alapján /5. táblá-/0
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2.3. SZÉRUM GLÜKÓZ MEGHATÁROZÁS MIKRO ELJÁRÁSSAL

A táplálékkal a szervezetbe Jutó poliszaharid 

vegyületek lebontásra kerülnek és mint monoszahari- 

dák szívódnak fel. Ezek leglényegesebb képviselője 

~a szénhidrátanyagcsere központi anyaga a glükóz 

/dextróz, szőlőcukor/, A "vércukor szint" általános 

megjelölés, a vérben lévő glükóz koncentrációját Je
lenti. Egészséges körülmények között koncentrációja 

a vérben, a több oldalú hormonális szabályozás követ
keztében eléggé állandó, mig a szénhidrátanyagcsere 

zavaraiban széles határok között változhat.
A szénhidrátanyagosere vizsgálata közül a glükóz meg
határozása a leggyakoribb.
így nem meglepő, hogy egyike a leggyakrabban és a leg
nagyobb mennyiségben végzett elemzéseknek. Ma már szá
mos módszer ismeretes, amelyek végeredményben mind al
kalmasak a vércukor mennyiségi meghatározására. Az 

egyes módszerek előnyeiről és hátrányairól azonban 

ma is élénk vita folyik.

2.3.1. Klinikai vércukor meghatározások értékelése

Redukción alapuló vércukor meghatározások. 
Hagedorn és Jensen szerint /51/ a vér fehérjéit cink- 

hidroxiddal kicsapjuk, majd a cukortartalmú szürlet 

lúgos közegben forralva kálium-[hexacianoferrát/III/J 

-ot redukál. A feleslegben maradt kálium-[hexaciano- 

ferrát/III/]-ot káliumjodid és sav hozzáadása után 

Jodometriásan határozzuk meg.
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A tioszulfát fogyásból számolható a glükóz koncentrá
ciója. .
Shaffer és Hartmann szerinti eljárás fehérjementesités- 

után, a Pehling oldat cukor által történő redukcióján 

alapszik /52/. Az igy keletkező Cu20-t káliumjodát 

CuO-dá oxidálja, a feles jodát tioszulfáttal vissza- 

titrálható.
A redukción alapuló vércukor meghatározásokat még a 

hazai klinikai laboratóriumok közel 2o %-a használja ' 
/18/. A mai minőségi igényeket már nem elégiti ki, köz
ismert hátrányai miatt. Ezek a következők; a glutathion, 

glükoronsav, hugysav, kreatinin, aszlcorbinsav, galak- 

tóz, és a mannóz, a glükóz mellett további redukciót 

okoz. Az ebből származó hiba pl. cukorbetegségben a 

+ 2o - 3o %-ot is elérheti. Rendkivül munka-és idő
igényes eljárások, hiszen pl. a Hagedorn-Jensen mód
szerhez kilenc reagens szükséges.

Fotometriás vércukor meghatározások.
Az utóbbi évek folyamán több specifikus szinreakción 

alapuló vércukor meghatározást Írtak le. Ezek közös 

alapját az képezi, hogy a cukrok alifás és aromás 

primer aminokkal kondenzációs reakcióba lépnek. A ke
letkező reakciótermékek /Schiff bázis alapú H-szubsz- 

tituált glikozilaminok/ színesek, fötömetráihatók.
Az említett reakciók erősen savas közegben játszódnak , 
le, melegítés hatására.
Először a p-aminoszalicilsav szinreakciója alapján 

dolgoztak ki vércukor meghatározást /53/. A szinre- 

akciót csak az aldoszaharidák adják, a ketocukrok 

nem. A difenilamin szintén használható glükóz reagens
ként /54/. Hasonló eljárást közölt Lorenz /55/, aki 
szinreagensnek anilint használt.Glükózra nem specifi
kus a ketocukrok pozitív reakciója miatt.
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A primer aromás aminokkal történő glükóz meghatáro
zások közül az o-toluidines módszer terjedt el leg
inkább a gyakorlatban. A hazai klinikai laboratóriu
mok 72 %-ban használatos /18/. A reagenst vércukor 

meghatározásra Hultman irta le először /56/, Koncent
rált ecetsavban oldott o-toluidint alkalmazott, ehhez 

mérte a vér fehérjementesitett szűr?etet, vagy széru
mot. A reakcióhoz szükséges melegitési idő loo C°-on 

7 - lo perc. Specifitását tekintve a glükózon kivül, 

galaktózzal, manózzal és laktózzal ad az o-toluidin 

szines reakcióterméket /57/* Ezek zavaró hatásával a 

vérben lévő alacsony koncentrációjuk miatt csak kivé
teles esetekben kell számolnunk. Az eredeti közlemény 

óta számos módositá3 jelent meg az irodalomban. Egyes 

kutatások a tömény ecetsavas közeg kiküszöbölésének 

irányába haladtak. Problémát jelent ugyanis a tömény 

ecetsavas reagens maró hatása, mind a személyzet, 
mind a készülékek számára. Velősy és Mészáros szerint 

5o $—os ecetsavas közegben is elvégezhető a meghatá
rozás, némileg hosszabb reakcióidő alkalmazásával /58/. 

Ismeretesek ecetsavmentes o-toluidin reagensek is. 

Ezekben az esetekben a reakcióhoz szükséges proton 

katalízist más szerves savval, ill. savakkal /glikol- 

sav, almasav, citromsav, bórsav/ biztositják /59,60/.
A módositott eljárások általános jellemzője az, hogy 

a reakció előtt a vizsgálati anyagot fehérj ementesi- 

teni szükséges, hiszen a savas közeg hatására a fe
hérjék denaturálódnak, kicsapódnak, az igy keletke
ző heterogén oldat közvetlen fotometriáé mérésre al
kalmatlan. Fehérjementesités nélküli o-toluidines 

szérum glükóz meghatározást irt le Hann é3 Roth /61/.
A módszer egyike a legjobb o-toluidines eljárásnak, 

azonban az általuk alkalmazott glikolsav /aciditás
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biztosítására/ és hexametilfoszfortriamid /reagens 

stabilizáló/ magas ára miatt a gyakorlati alkalma
zásban - különösen sorozat vizsgálatra - nem ter
jedt el.

Enzimatikus glükóz meghatározások.
Egyike a glükózoxidáz / peroxidáz módszer, miszerint 

a glükózoxidáz enzim a glükózt glükonsavvá oxidálja, 

miközben hidrogénperoxid keletkezik. Ez utóbbi, per- 

oxidáz enzim jelenlétében, megfelelő kromogén tulaj
donságú vegyületet oxidálni képes. A szinintenzitás 

mértéke arányos az eredeti glükóz tartalommal. Kro- 

mogénként o-dianisidin, o-tolidin, kromotrópsav hasz
nálatos /62-, 63/.
Az eljárás abszolút glükóz meghatározási módszerként 
jelentkezett az irodalomban, de az évek során kide
rült, hogy a gyakorlatban nem teljesiti maradéktala
nul ezt a feltételt /64/* Az első lépés specifikus, 

mig a második teljesen aspecifikus reakció. Ugyanis 

a legtöbb peroxidáz preparátum katalázzal szennye
zett, ezért a keletkező hidrogénperoxid egy része már 

eleve elbomlik, a kromogént nem oxidálja. Ehhez já
rulnak mindazok a redukáló tulajdonságú anyagok 

/hugysav, glutathion, aszkorbinsav/ amelyek a reak
ciót zavarják. Ezért a valódi glükóz értéknél ala
csonyabbat mérünk, amely extrém alacsony vércukor 

szint esetén akár nulla glükóz eredményre is vezet
het. Mindezekhez járul még a különböző kromogének- 

ből adódó probléma /szinállandóság, autooxidáció, 
fotokémiai hatás, stb./.

A másik enzimatikus eljárás a hexokináz / glü- 

kóz-6-foszfátdehidrogenáz módszer. Alapja az a meg
figyelés, hogy a glükóz adenozintrifoszfáttal hexo
kináz jelenlétében glükóz-6-foszfáttá alakul.
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Ez utóbbi nikotinsavamid-adenindinukleotid /IíAD/ 
koenzim és glükóz-6-foszfát-dehidrogenáz enzim se- 

gitségével glükonát-6-foszfóttá alakul, miközben a 

NAD koenzim redukálódik. A keletkező redukált niko- 

tinsavamid-adenindinukleotid /NADH2/ koenzim fényel
nyelése 34o nm-nél mérhető. Abszorpciója a reakció 

alapján arányos az eredeti glükóz tartalommal /65/*
E reakció alapján kétségtelenül a legspecifikusabb 

glükóz elemzés. A gyakorlatban azonban a glükóz-6- 

foszfátdehidrogenáz majdnem minden esetben szennye
zett glükonsav-6-foszfátdehidrogenázzal. Ezáltal a 

tényleges glükóz tartalomnál magasabb értékeket ka
punk. Előfordul, hogy a hexokináz tartalmaz hexoze- 

foszfát-izomerázt és ez esetben a fruktóz értékek is 

hozzáadódnak a valódi glükóz értékéhez /64/# A kli
nikai laboratóriumi gyakorlat számára, nem csak az 

enzimpreparátumok drágasága miatt nem terjedt el, 

de a 1TADH2 koenzim mérése az UV tartományban szé
ria vizsgálatokra nem a legcélszerűbb, mert minden 

minta esetén az enzimreakció előtti és utáni fényel
nyelés értékeket mérni kell, mert ebből számolható 

a glükóz koncentrációja.
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2.3*2. FEHÉRJEMENTESITÉS NÉLKÜLI GLÜKÓZ MEGHATÁROZÁS 

O-TOLUIDBJlfEL

Az o-toluidines módszerről - széles körű elter
jedtsége ellenére - sem egységes a vélemény. Az ellen
vetések főként a tömény savas közeg maró hatása, a 

fehérj ementesités és a reprodukálhatóság bizonytalan
sága köré csoportosulnak.
Egyes szerzők nagy számú és preciz vizsgálatokkal azo
nos eredményre jutottak az enzimatikus glükóz elemzés
sel nyert értékekkel /64,65/. Az átlagos eltérés £ 1-2 

% volt. E biztató eredmények alapján olyan eljárást 

igyekeztem keresni, ahol az o-toluidines módszer gya
korlati hibái minimálisra csökkenthetők. Tisztázni ki- 

vántam, hogy lehetséges-e az o-toluidines glükóz meg
határozást olyan módosítással használni, hogy a reagens 

ne tartalmazzon tömény savat, kevésbé költséges vegy
szereket igényeljen, valamint az elemzés ne kivánjon 

előzetes fehérjementesitest, minél kevesebb mérésből 
álljon az automatizálás alkalmazhatósága céljából.

Kísérleti rósz

A reagens megfelelő összetételének meghatározá
sára a következő kísérleteket végeztem.
Mivel az o-toluidin / glükóz reakció sav jelenlétében 

melegítés hatására játszódik le, a szérumfehérjék 

ilyen közegben denaturálódnak, az oldatból kiválnak.
A fehérjék oldott állapotban való tartását több al
kohol kipróbálása után /szerkezet, forráspont, old
hatóság és ár figyelembevétele mellett/, a megfelelő 

védőkolloid hatású benzilalkohollal kivántam biztosí
tani.
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A benzilalkoholnak a fehérje stabilizáló és a reak
cióra történő hatását a következő oldat összetétel 
mellett vizsgáltam:
Tiokarbamid 

Ecetsav 

Benzilalkohol 
o-Toluidin

6,6 x lo“2 mól/l 
5,o
2,o - 4,o mól/l 
9,4 x lo“’*' mól/l 

A reagensben alkalmazott tiokarbamid szerepe az o-to- 

luidin oxidációjának megakada.'.yozása /57/. Oldószer

mól/1

nek minden lcisérlet alkalmával desztillált vizet al
kalmaztam# Felhasználás előtt az o-toluidint cinkpor
ról desztilláltam le, igy közel szintelen reagenst 
tudtam késziteni# Minden kísérletnél 3»o ml reagens
be mértem 5o pl, 12o mg % glükózt és 7,5 g % összfe- 

hérjét tartalmazó standard szérumot. Összekeverés 

után, a reakció elegyeket 15 percre forrásban lévő 

vízfürdőbe helyeztem. Lehűtés után, a keletkezett 

zöld szinü termék fényelnyelését 645 nm-nél mértem, 
a műszert reagens vakra nullázva. A méréseket "Spekt- 

romom 36o"' spektrofotométerrel végeztem, 1 cm-es küvet- 

tát alkalmazva. A mérési eredményeket a 12. ábrán áb
rázoltam.

A fehérjék oldatban tartásának megfigyelését 

0-15 g % közötti összfehérje tartalmú mintákkal vizs
gáltam. Az oldat összetétele és az analízis kivitele 

az előbb leírtakkal azonos. Az esetleges fehérje koa- 

gulálódást a reakcióelegyekopálosságának vizsgálatá
ból állapítottam meg a Tyndall jelenség vizuális meg
figyelése alapján.

A célszerű ecetsav koncentráció meghatározására
a következő összetételű reagensekkel végeztem mérése
ket :
Tiokarbamid 6,6 x lo™2 mól/l
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3.3 - lo,o mól/l 
mól/l

9.4 x lo“1 mól/l

Ecetsav 

Benzilalkohol 
o-Toluidin
3,o - 3,o ml reagensbe 5o }il, 12o mg % glükóz koncent
rációjú standard szérumot mértem, majd loo C°-os víz
fürdőbe helyeztem a reakcióelegyeket. A raelegitési idő
tartamoknál az optimális reakcióidő meghatározás ered
ményeit vettem figyelembe. A reakciótermélc fényelnye
lését az ecetsav koncentráció függvényében a 13.ábrán 

ábrázoltam.
Az optimális reakcióidő meghatározását a követke

zők alapján végeztem. A lo,o - 8,35 - 5,о mól/l ecet
savat és standard szérumot tartalmazó reakcióelegyeket 

pontosan 5 - lo - 15 - 2o percig melegítettem forrás
ban lévő vízfürdőn. A reakcióelegyek fényelnyelési ér
tékeit a reakcióidő függvényében a 14# ábra tartal-

2,9

mázzá.
Különböző koncentrációjú ecetsavat tartalmazó reagen
sek használatakor a keletkező színes reakcióterméknek 

a spektrumát vettem fel a látható tartományban /15.ábra/ 

A gyakorlat számára célszerűnek talált reagens al
kalmazásával a megbizhatóság és a reprodukálhatóság 

meghatározására kisérlet sorozatot végeztem.
A méréseknél használt reagens összetétele: 

Tiokarbamid 6,6 x lo“2 mól/l
mól/l 
mól/l

9,4 x lo“1 mól/l 
Az analízisek kivitelénél 2,о ml reagensbe mértem 

2o pl glükóz standard oldatot, ill. szérumot.
15 perc loo C°-on történő melegítés után mértem a fény- 

elnyeléseket és ebből számoltam a minták glükóz koncent
rációját.

Ecetsav
Benzilalkohol
o-Toluidin

5,o
2,9
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A Beer-Lambert törvény érvényességét vizsgáltam 

о - looo mg % glükóz koncentráció tartományban, vizes 

standard oldatok felhasználásával.
Ismert glükóz koncentrációjú liofilizált kontrol 

szérumokkal /Versetol-General Diagnostics/ összeha- 

sonlitó vizsgálatokat végeztem lo - lo mérés alapján,
A mérési eredményeket a 6, táblázat mutatja,

A standard deviáció és a variációs koefficiens 

meghatározása céljából önkényesen kiválasztott szérum
ból 2o párhuzamos elemzést végeztem, A mérési adatokat 

a 7. táblázat tartalmazza.



- 69 -

6. táblázat

Vers atol ÍJ° 
2455121

EltérésSaját mérés

- 2,6 $58o,9 mg %d83,o mg

Versatol U° 
2456121

EltérésSaját mérés

+ 0,6 c/o2o4,2 mg %2o3,o mg %

7# táblázat
Glükóz meghatározás hibaszámitása

/x-x/2/х-х/n X

X = 82,9 mg %o,36
4,41
2,89
3,24
4,oo
o,81
o,o4
o,81
1,69
4,oo
9,61
6.29 

1,69 

o,o4 

4,oo 

o,81 

2,89 

4,84 

o,81
5.29

о, 6 

2,1
1.7
1.8 

2,o 

o,9 
o,2 

o,9
1.3 
2,o
3.1
2.3
1.3
o,2 

2, о 

o,9 

1,7
2.2 

o,9
2.3

83.5
80.8
84.6 

81,1 

8o, 9 

82,o
83.1
83.8 

81,6
84.9 

86, о 

8o, 6
84.2
83.1
80.9 

83,8 

64,6
85.1 

82,o 

8o, 6

1
2
3

- 1,74 mg %4 s =
5
6

VK = 2,1 %7
8
9

lo
11
12
13
14
15
16
17
18
19
2o>■
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A kísérleti eredmények és értékelésük

A fehérje oldott állapotban való stabilizálását 

savas közegben benzilalkohollal értem el. A mechanizmus 

kolloid védó' hatáson alapszik. A benzilalkohol poláris 

é3 apoláris részének megfelelő' térállása biztosítja a fe
hérje makromolekulás kolloid oldatban való tartását.

-~-hb 6 <C-~-— — >6 cf — -
—of ehérj eq— — 

>Я.<р Д _ _~
_\

Hasonló hatást mutat más, hosszabb szénláncu alifás al
kohol is. Megfigyelésem szerint pl. az oktilalkohol szin
tén használható. A reakció során a fényelnyelés értékében 

jelentős különbség nincs, viszont a reagens az oktilalko
hol tartalom miatt erősen szagos, kellemetlen és a hasz
nált üvegeszközök vizzel nehezen tisztithatók.
A 12. ábrán látható, hogy a benzilalkohol koncentráció
jának változása nincs hatással a képződő termék fényelnye
lésére. A kísérletek szerint a benzilalkohol szerepe a 

fehérje kolloid oldatban való stabilizálása. A 2,о mól/l 
benzilalkohol koncentráció alatt a fehérje kiválik, 4,о 

mól/l tartalom felett pedig a benzilalkohol oldódása 

szab határt az alkalmazható koncentrációnak.
A kísérletek szerint csak 14 - 15 g % összfehérje tarta
lom mellett figyelhető meg a reakcióelegyek kis mértékű 

opaleszcenciája, ami a fehérje kiválására utal.
Az alkalmazott reagensekkel tehát о - 12 g % szérum össz- 

fehérje koncentráció tartományban az analizálandó oldat 

homogén, fotometrálható.
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A

0,700.

:
Ж

0,100.
♦

\т
BENZILALKOHOL *\ mól/l2 3

12.ábra Benzilalkohol hatása az o-toluidin-glükóz 
reakció termékének fényelnyelésére.

A
0,700.

i:

0,100.

ITT IT T

7 ECETSAV 10 mól/l3
13.ábra Ecetcav hatása az o-toluidin-glükóz reakció 

termékének fényelnyelesóre.
/

\
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Megállapítható, hogy ezen a koncentráción belül a leirt 

reagens alkalmazása esetén a benzilalkohol megakadályoz
za a fehérje kiválását. így az analízishez nem szükséges 

előzetes fehérjementesités. A 12 g %-nál nagyobb szérum 

összfehérje tartalom kóros körülmények között is csak 

ritkán fordul elő.
A már leirtak szerint, az o-toluidin és a glükóz 

közötti reakció savas közegben melegítés hatására ját
szódik le. A reakció eredményeként fotometriás analízis
re alkalmas zöld szinü termék keletkezik.
Ez Yee és Godv/in vizsgálatai szerint /67/ a glikozilamin 

és az ennek megfelelő Schiff bázis egyensúlyi termékének 

tekinthető. A spektrofotometriás és vékonyréteg kromatog
ráfiás vizsgálataik a zöld reakcióterméknek négy abszorp
ciós kromogén komponensét fedték fel.
A reakció menete a következő oldalon látható /68/.

Az elterjedten használt tömény ecetsavas közeg ki
küszöbölésére vizsgáltam az ecetsav mennyiségének hatá
sát a reakcióra. Benzilalkohol alkalmazása esetén a zöld 

reakciótermék szinintenzitása maximum görbe szerint válto
zik a reagensben lévő ecetsav függvényében. Ez a 13. áb
rán látható.
A mérési eredmény azzal értelmezhető, hogy vizmentes kö
zegben /jelen esetben lo mól/l ecetsav és 2,9 mól/l ben
zilalkohol alkalmazásakor/ a protonálódási viszonyok 

nem legkedvezőbbek a reakció lejátszódásához. Higitott 

ecetsav jelenlétében pedig a keletkező termékek viz ha
tására komponenseikre hidrolizálnak /68/. Emiatt az op
timális savkoncentráció után szintén csökken a fényel
nyelés értéke.
A reakcióhoz a legalkalmasabb ecetsav koncentrációt - az 

alkalmazott kisérleti feltételek mellett - 8,5 mól/l-nek 

találtam.
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3,3 mól/l ecetsav jelenlétében a fehérje hőaenaturá- 

lódása is megfigyelhető loo C° hőmérséklet alkalmazá
sakor# A használt 2,9 mél/l koncentrációjú benzilal- 

kohol már nem fejti ki kolloid védő hatását, nagyobb 

alkohol mennyiség pedig az oldódási határ miatt nem 

alkalmazható#
A kísérletek alapján megállapítható, hogy az 

analízishez nem szükséges tömény ecetsavas o-toluidin 

reagens, még 3-5 mól/l /~3o - 4o tfl/o/ ecetsav jelen
létében is lejátszódik a reakció.

A reagens ecetsav tartalmának függvényében vál
tozik az optimális reakcióidő is, loo C° hőmérsékle
ten# Ennek alakulását a 14. ábra mutatja. Vízmentes 

közegben /с.görbe/ a maximális fényelnyelés 6 perces 

melegítés hatására alakul ki, majd jelentősen csökken 

az extinkció. Hasonló függvény figyelhető meg a 8,35 

mól/l ecetsavat tartalmazó reagens használatakor is.
A reakcióidő ez esetben 8 perc. Mintegy 5,о mól/l 
ecetsavat tartalmazó oldatban a maximális fényelnye
lés némileg hosszabb, 15 perces melegítés hatására 

alakul ki /a.görbe/, azonban kis mértékű fényelnye
lés különbség van a lo és 2o perces melegitési inter
vallum között. így az optimális reakcióidőnek pontos 

be nem tartásából származó hiba gyakorlatilag kiesik. 

Ez a technikai hátrány a klasszikus tömény ecetsavat, 
tartalmazó reagens használatakor jelentős hibaforrás
ként szerepelt, -1-2 perc eltérés -3-5/5 hibát 

jelenthetett. Л szükséges reakcióidő szélesebb inter
vallumával elérhető az egyes mérési szériák jobb re
produkálhatósága.

A reakció során képződő egyensúlyi elegynek a 

fényelnyelési maximuma 645 nm-nél található. A spekt
rumokat a 15. ábra mutatja. A fényelnyelési maximum 

független a reagens ecetsav tartalmától.
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Ч

A fényelnyelés abszolút értékeinek változása a leír
tak értelmében a reagens ecetsav koncentrációjától 
függ /13.ábra/.

Vizsgálataim szerint a keletkező egyensúlyi 
elegy fényelnyelése о - looo mg % glükóz koncentrá
ció tartományban lineáris.

A reakció menetének és a komponensek koncentrá
cióinak vizsgálata alapján a következő eljárás hasz
nálható a szérum glükóz tartalmának meghatározására/69/.

Glükóz reagens: Tiokarbamid
Deszt.viz
Ecetsav /konc,/
Benzilalkohol

5,o g 

3oo ml 
3oo ml 
3oo ml

o-Toluidin /deszt./ loo ml>

\ Analizis kivitele:

Oldatok Eeag.vak Standard Hinta

Glükóz reagens
Standard
Szérum

2,o ml 2,o ml 
2o pl

2,o ml

2o pl

ч A bemérések után a reakcióelegyeket 15 percre forrás
ban lévő vízfürdőbe helyezzük. Ezt követően csapviz 

alatt lehűtjük és 645 nm-nél reagens vakra nullázott 

műszeren mérjük a standard és a minta fényelnyelését.

Az eredmény számolása:

Minta extinkciója x standard mg% koncentrációja =
Standard extinkciója
= minta mg glükóz tartalma / loo ml szérum.

*■
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Uormál értek: 60 - loo mg glükóz / loo ml szérum

Meghatározási idő: 1 minta + standard 2o perc
5o perc5о minta + standard

A megbizhatósági és a repródukálhatósági vizs
gálatok alapján /7. táblázat/ standard deviáció:- 1,74 

mg %, variációs koefficiens: 2,1 %, az eljárás a kli
nikai laboratóriumi igényeket messzemenően kielégiti. 

Liquor glükóz tartalmának elemzésénél az eljárás tel
jesen azonos, vizeletcukor vizsgálatánál - a koncent
ráció viszonyok miatt - a minta megfelelő /általában 

1 : lo/ higitása célszerű.
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2.4. SZÉRUM ANORGANIKUS FOSZFOR MEGHATÁROZÁS MIKRO 

ELJÁRÁSSAL

A táplálékkal bevitt organikus foszfát vegyüle- 

tek a szervezetben anorganikus foszfáttá bomlanak le 

és mint ilyenek szívódnak fel. A plazma, ill. szérum 

un. anorganikus foszfát tartalma teljes mértékben ult
rafiltrálható, azaz az elsődleges vizeletszürletben az 

anorganikus foszfát koncentrációja a plazmáéval azonos, 
A foszfor a plazmában,ill. a szérumban különböző ve- 

gyületek formájában fordul elő. Az egyes frakciók kon
centrációját foszfor mg %-ban szokásos megadni. A szé
rum egészséges körülmények között általában lo mg % 

összes foszfort tartalmaz. Ebből 3 - 4,5 mg % anorga
nikus foszfor. A plazma pH értéke mellett a teljes 

mennyiség 4/5 része szekunder, 1/5 része primer fosz
fát formában van jelen. A maradék komponens organikus 

foszforészter és foszforlipoid alakban található.
A klinikai gyakorlatban legnagyobb jelentősége az anor
ganikus foszfáttartalom meghatározásnak van. Koncent
rációjából ugyanis a csontelváltozásokra, a testned
vek sav-bázis egyensúlyára, az intermedier szénhidrát 

anyagcserére, veseelégtelenségre, stb. kaphatunk ér
tékes felvilágositást.

2.4*1. Klinikai anorganikus foszfor meghatározások 

értékelése

Az anorganikus foszfor meghatározására számos el
járás ismeretes. A molibdátok foszfátokkal /arzenátok
kal, szilikátokkal/ alkalmas körülmények között héterő-
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polisav tipusu vegyületet alkotnak. Ilyen pl. a fosz- 

formolibdénsav, vagy az ammóniummolibdófoszfát.
Ezek a komplexek megfelelő feltételek mellett molibdén- 

kékké redukálhatók és ez olyan vegyületek fotometriáé 

meghatározására használható, amelyek molekulájukban 

foszfort tartalmaznak, ill. foszfátokká alakíthatók.
Ezen az elven nyugszik a legtöbb foszfor elemzés a 

klinikai kémiai gyakorlatban is.
A foszformolibdénsav redukcióján alapuló módszereknek 

- elterjedtségük ellenére - néhány közismert hibája van, 
A kvantitatív analízisekben a legtöbb problémát a fosz- 

formolibdénsav képződés, ill. a fotometriás analízisre 

alkalmas molibdénkékké való redukálás jelenti. Nem 

könnyű ugyanis biztosítani, hogy a foszformolibdénsav- 

ból kvantitativen molibdénkék legyen, egyéb nem speci
fikus mellékreakció ne történjék, tehát a fényelnyelés 

a foszfor koncentrációval lineáris legyen. A kialakuló 

szin legtöbbször labilis, a fényelnyelés időben gyorsan 

változik. Ezért csak meghatározott idő utáni leolvasá
sok hasonlitha.tók össze, nagyobb vizsgálati szériák 

esetén ez jelentős nehézséget okozhat.
A jelzett hibák kiküszöbölésére több módosítás szü
letett. A meghatározási módszerek főleg a redukáló 

anyagok használatában térnek el egymástól. Eltérjed- 

ten használják a Fiske és Subbarov leirását /7о/.
Az eljárás szerint l,o ml szérumot trilclórecetsavval 
fehérj ementesitünk, majd a szürlethez 5 mól/1 kénsa
vas közegben aramóniummolibdenátot adunk. A keletkező 

foszformolibdénsavat frissen készített 1.2.4.-amino- 

naftolszulfonsav /Eikonogén/ - nátriumszulfit eleggyel 
molibdénkékké redukáljuk. A termék fényelnyelését 5 - 

lo percen belül fötömetrálnunk kell, ez idő után az 

extinkció gyorsan csökken és a meghatározás pontatlan.
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A redukálási folyamat bizonytalanságát jól tükrözi 
az a tény, hogy milyen sokféle redukálószer van ma 

is használatban. Eikonogén /7о/, hidrokinon /71/, 

aszkorbinsav /72/, ónklorid /73/, metol /74/ és ezek 

legkülönbözőbb kombinációi. Mindegyik közös hátránya, 

hogy csak egészen frissen és pontosan készitve adnak 

reprodukálható eredményt.
Ezekben az eljárásokban mindezekhez járul még a vi
szonylag nagy szérum igény /о,5 - l,o ml/. így kora
szülötteknél, csecsemőknél a vizsgálathoz szükséges 

2 - 3 ml vér vétele komoly nehézségbe ütközik.
A meghatározásokhoz jelentős többlet munkát igénylő 

fehérjementesités szükséges. A nolibdénkélc szine idő
ben változik és csak szüle tartományban követi a Beer- 

bambert törvényt. A hátrányok kiküszöbölésére történ
tek már különböző lépések. így többek nyomán Riehterich 

irt le egy mikro módszert /75/- A szin stabilizálásá
ra nátriumtetraborátot, a nemspecifikus reakció meg
akadályozására nátriumpiroszulfitot és a kicsapódott 
fehérje oldatba vitelére nátriumkarbonát-nátriumszul- 

fit elegyet ajánl. A meghatározás vizsgálataim szerint 

is pontos, legfőbb előnye, hogy mikro módszer és a 

szin 5-3o perc között stabilis. Az analizis azonban 

négy reagenst igényel, melyek átlag csak egy hónapig 

eltarthatok és a kivitel öt térfogat mérésből áll, 

ezért körülményesen automatizálható.
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2.4.2. FEHÉRJEMENTESITÉS NÉLKÜLI ANORGANIKUS FOSZFOR 

MEGHATÁROZÁS

A laboratóriumi gyakorlat számára egy olyan el- 

járás kidolgozása vált szükségessé, amely az eddig el
ért előnyök megtartása ш lett, kiküszöböli a redukáló
szerek hátrányait. Ugyanakkor mind a reagensek, mind a 

kivitel szempontjából maximális egyszerűséget biztosit 

az automatizált munkamenet, ill, elemzés lehetőségének 

beállításához.

Kísérleti rész

Az elemzés kidolgozásához első lépésként a fosz-
formolibdénsav kialakulásához szükséges sav koncentrá
ciót vizsgáltam. A méréseknél a következő oldat össze
tételt alkalmaztam:

4,1 x lo"2 mól/l 
2,5 x lo"2 mól/l 

1-2о x lo"1 mól/l 
4,o ml reagensbe mértem loo jx 1, 5,о mg % koncentráci
ójú foszfor standardot /o,22oo g szárított KHgPO^ - 

looo ml И20/. A kialakuló kék szin fényelnyelését, a 

keletkező termék fényelnyelési maximumán, 66o nm-nél 
mértem/l6.ábra/. A méréseket ."Spekol ZVM spektrofoto
méterrel végeztem, 1 cm rétegvastagságú átfolyás kü- 

vettát alkalmazva.
A foszformolibdénsav redukciójához szükséges vas/II/ 

ion célszerű koncentrációját a következő reagens

Nátriummolibdenát 

Vas/II/amraóniums zulfát 

Kénsav

összetétel mellett vizsgáltam: 

Nátriummolibdenát 4,1 x lo"2 mól/l
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l-lo x lo"2 mól/l 
5,o x lo"1 mól/l

Vas/II/ammóniumszulfát 

Kénsav
4,o ml reagensbe loo jjl 1, 5,о mg % foszfor tartalmú 

standardot mértem, majd időben vizsgáltam a fényel
nyelés alakulását és értékét, a vas/II/ion koncentrá
ciójának függvényében./17.ábra/ Foszfor standard he
lyett szérumot használva a kísérletekhez, a savas 

közeg és a molibdenát hatására a fehérje denaturáló- 

dott. A fehérje csapadék feloldására trietanolamint 

használtam.
A reagensek összetétele:
I. Nátriummolibdenát 

Vas/II/ammóniumszulfát 

Kénsav
II. Trietanolamin 

A kísérletek alkalmával 2,о ml I. reagensbe mértem 

loo |il szérumot /anorganikus foszfor koncentráció:
4,6 mg %/t lo perc várakozás után pedig 2,о ml trie
tanolamint adagoltam a reakció elegyekhez. A fehérje 

csapadék feloldását vizuálisan figyeltem, valamint 
ellenőriztem a kialakult kék szin időbeli stabilitá-

4,1 x lo“2 mól/l 
2,5 x lo-2 mól/l 
5,o x lo"1 mól/l 
l,o - 4,o mól/l

sát, a fényelnyelés mérésének alapján.
A bilirubin fényelnyelés esetleges zavarásának meg
határozása céljából, о - lo mg % bilirubint is tar
talmazó foszfor standard oldatokkal végeztem a meg
határozást, az előbb leirtak szerint.
A módszer megbizhatóságának és reprodukálhatóságának 

meghatározása céljából a következő méréseket végeztem. 
A reagensek összetétele:
I. Mátriummolibdenát 

Vas/II/ammóniums zulfát 

Kénsav
II. Trietanolamin

4,1 x lo“2 mól/l 
2,5 x lo"2 mól/l 
5,o x lo“1 mól/l 

mól/l2,o
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Л kísérleteknél 2,о ml I,reagensbe mértem loo ^il fosz
for standardot, ill. szérumot, lo perc várakozás után, 

2,o ml trietanolamint adagoltam az analizálandó ele- 

gyekhez, A fényelnyeléseket 66o nm-nél mértem és ebből 
számoltam a minták anorganikus foszfor tartalmát.
A Beer-Lambert törvény érvényességét vizsgáltam о - 2o 

mg % foszfor koncentráció tartományban, standard olda
tok felhasználásával.

Az összehasonlitás céljából megvizsgáltam ismert 

anorganikus foszfor tartalmú liofilizált kontrol széru
mokat is /Versatol-General Diagnostics/. A lo - lo pár
huzamos minta mérési átlagértékét a 8. táblázat mutat
ja. .

A standard deviáció és a variációs koefficiens 

meghatározása céljából 2o párhuzamos elemzést végez
tem önkényesen kiválasztott szérumból. A mérési ada
tokat a 9« táblázat tartalmazza.
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8. táblázat

Versetol H° 
ol86o22

Saját mérés Eltérés

r* cf4,1 mg % - 2,54,o mg /■■>/0

Versatol № 
0186122

EltérésSaját mérés

6,4 mg % 6,2 mg % - 3,2 %

9- táblázat
Anorganikus foszfor meghatározás hibaszámitása

/x-x/2/х-х/n X

o,ool6 

o,oool 
о,ooo4 

o,oo49 
o,oo36 

0,0000 

o,o225 

0,0064 

o,oo49 

0,ooo9 

o,oo49 

0,0064
o,oo36 

o,oo25 

o,oool 
o,oo49 

o,oloo 

0,0036 

o,0004
0,00I6

x = 4,36 mg %4,4o
4.37
4.38 

4,43
4.42 

4,36 

4,21 

4,28
4.43

o, o4 

о, ol 
o,o2 

o,o7 

о, об 

о, oo 

o,15 

o,o8 

o,o7 

o,o3 

o,o7 

0,08 

о, об 

o,o5 
o,ol 
o,o7 

o,lo 

0,06 

o, o2 

o,o4

1
2
3

i 0,06 mg/ó4 s =
5
6

VK =1,7 %7
8
9

4,39lo
4,43
4,28
4,3o
4,41

11
12
13
14

4,3515
l6 4,43

4,2617
4,3o18
4,3419

v 4,322o
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A kísérleti eredmények és értékelésük

Közismert, hogy a savas raolihdenát oldatok reduk
ciója következtében kék szinü molibdénoxidok képződnek, 
amelyeket molihdénkék néven ismerünk. Amint az számos 

közleményből kiderül /pl,76/, több féle molibdénkék kö
tés létezik, amelyek MoOg-ból és különböző mennyiségű 

MoO^-ból tevődnek össze. A MoOg és a MoO^ ugyanis szín
telen a kettő komplexe viszont kék. Sematikusan tehát 

a molibdénkéket a következőképpen jelölhetjük: IvIoOg • 
n LloO^. Még a molibdenátoknál is könnyebben lehet a 

foszformolibdénsav komplexet molibdénkékké redukálni, 

amely jelenség több kutató szerint az ebben a komplex
ben lévő MoC>2 gyök fokozott labilitására vezethető 

vissza /77,78/.
A foszfor elemzésnél savas közegben a következő lépések
kel számolhatunk:

H2/Mo30lo/ + Ka2S04 + 2 H20 

Н?[р/Мо207/б] + 2 H20 

MoOg • n IvIoO^

Az anorganikus foszfor meghatározásnál keletkező 

molibdénkék fényelnyelése telitési görbe szerint vál
tozik a kénsav koncentrációjának függvényében. Ez a 

16. ábrán látható. A kisérletek alapján megállapítható, 

hogy a foszformolibdénsav, ill. a molibdénkék kialaku
lásához - az alkalmazott koncentráció tartományban - 

o,5 mól/l kénsav is elégséges. így nem szükséges az 5 

mól/l töménységű kénsav használata, mint ami az elő
írásokban általában szerepel. Ilyen savkoncentráció 

használatakor szobahőmérsékleten is megtörténhet a 

foszforoszterek és foszforlipoidok kismértékű hidro
lízise.

3 Ha2Mo04 + 3 H2S04-

4 H2/Mo30lo/ + H3P04 

H7 [p/Mo20?/6] 2+ + Fe5++ Fe
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Ez egyes esetekben látszólagosan nagyobb anorganikus 

foszfor tartalmat eredményezhet.
Megfigyeléseink szerint a vas/II/ion aránylag kis. 

koncentrációban és o,5 mól/l kénsavas közegben tökéle- 

tesen redukálja a foszformolibdénsavat molibdénkékké/79/.
A 17. ábrán látható, hogy l,o x lo mól/l vas/II/amrnó- .

—2niumszulfát jelenlétében mintegy 15 perc, 5»о x lo 

mól/l koncentráció alkalmazásakor lo perc szükséges a 

maximális fényelnyelés kialakulásához, 

vas/II/ töménység használatakor a reakcióidő 5 percre 

csökken.

l,o x lo”^ raól/1

A nátriummolibdenát a kénsav és a redukáló vas/II/- 

ammóniumszulfát egy oldatban hónapokon át eltartható. 

Ezzel elérhető volt, hogy a foszfor elemzésnél nem 

szükséges naponta frissen készült redukáló szert hasz
nálni ,
Az alkalmazott vas/II/ion redukáló képessége az alkal
mazott kisérleti feltételek között biztosítja a fosz- 

formolibdénsav redukcióját moliddénkékké, de nem elég
séges a molibdénsav redukciójához. Ez által a fényel
nyelés a foszformolibdénsav koncentrációjával, ezen ke
resztül a foszfor tartalommal lineáris.
A kidolgozott reagens használatakor nem specifikus reak
ció előfordulásával nem kell számolnunk,

A meghatározáshoz használt trietanolamin egyik 

szerepe a szin stabilizálása és a savas közeg, vala
mint a molibdenát hatására denaturálódott fehérje fel
oldása. A trietanolamin másik feladata a reagensben 

jelenlévő vasionok komplex formában való kötése. így a 

trietanolamin megakadályozza a vashidroxidoknak a fe
hérje csapadék feloldásához szükséges lúgos közeg ha
tására történő kiválását.
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А
о,аоо_

/

O.AOQj

♦

Т т Iо HzSO* 2 mól/l1

16.ábra Kénsav hatása a foszformolibdénsav-molibdén- 
kék reakció termékének fényelnyelésóre.

.

1

A
0,300.

t C.

0,100.

!
i T TT0 10 25 PERC

17«ábra A molibdénkék fényeln^elésének időbeli ki
alakulása. Vas/II/ammóniumazulfát tartalom: 
a./l x lo-2 mél/l, b./5 x lo“2 mól/l, 
c./l x lo”1 mól/l.

S ,
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A kísérletek alapján az optimális trietanolamin koncent
rációt 2 mól/l-nek találtam.
A fotometriás analízisre alkalmas reakciótermék szin- 

stabilitá3a 1,5 óra. Ezt követően o,o2o extinció csök
kenés / óra figyelhető meg.
A fényelnyelés о - 2o mg % anorganikus foszfor inter
vallumban lineáris.

A vizsgálatok alapján a következő eljárás használ
ható a szérum anorganikus foszfor tartalmának meghatá
rozására.

Foszfor reagens: líátriummolibdenát lo,o g oldva 5oo ml
l,o mól/l kénsavban. Teljes oldódás 

után vas/II/ammóniumszulfát lo,o g old
va, majd desztillált vizzel looo ml-re 

egészítjük ki az oldatot.
Trietanolamin /1,126 - 1,128 fajsúlyú/ 

298 gramm looo ml vize3 oldatban.
Trietanolamin:

Analizis kivitele:

StandardOldatok Reag.vak Minta
l,o mlFoszfor reagens

Standard
Szérum

l,o ml 
5o pl

l,o ml

5o pl
Tíz perc várakozás 

1,о ml I l,o mlTrietanolamin l,o ml

Másfél órán belül 6So nm-nél reagens vakra nullázott- 

műszeren mérjük a standard és a minta fényelnyeleset. 
Vizsgálataink szerint 3»o mg íS-nál magasabb bilirubin 

tartalmú szérum minták esetében szérum vakot is kell 
beállítani, oly módon, hogy a foszfor reagens helyett 

l,o ml o,5 mól/l kénsavat mérünk be.
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Ez esetben a standard fényelnyelését a reagens vakra 

nullázva, az analizálandó mintáét a szérum vakra nul
lázva olvassuk le.

Az eredmény számolása:

Minta extinkciója x standard mg % koncentrációja о
Standard extinkciója
= minta mg anorganikus foszfor tartalma/loo ml szérum.

Normál érték: 2,о - 5, о mg anorganikus foszfor/loo ml 
szérum.

Meghatározási idő: 1 minta + standard 15 perc
5o perc5o minta + standard

Az eljárás standard deviációja: - 0,06 mg %, vari
ációs koefficiense: 1,7 % /9,táblázat/,
A közölt eljárással sikerült megszüntetni a redukáló 

anyagok labilitásából eredő hátrányokat. Az analizis 

nem kiván előzetes fehérjementesitest, minta igénye 

ezáltal 5o ц1, Az elemzéshez két reagens és három be
mérés szükséges, A fotometriás mérésre alkalmas szin 

stabilitása sorozat vizsgálatra és az automatizálásra 

is lehetőséget ad.
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2.5. SZÉRUM VAS MEGHATÁROZÁS MIKRO ELJÁRÁSSAL

A vas a szérumban csaknem teljes mennyiségében 

a transzferrinnelc nevezett plazmafehérjéhez kötött ál
lapotban fordul elő. A tran3zferrin mintegy o,l c,o va
sat tartalmazó metalloproteid, A vérben a transzferrin 

komplex minimális mértékben vasionra és fehérjére disz- 

szociál.
A vasforgalom megitélése céljából fontos feladat a szé
rum vas értékének meghatározása.

2.5-1. Klinikai vas meghatározások értékelése

A klinikai kémiában a következő vas meghatáro
zási módszerek terjedtek el.

Fehérjementesitéses eljárások,
A transzferrin metalloproteidből savas hidrolizis utján 

felszabaditható a vas/III/ion. Erre a célra általánosan 

sósavat alkalmaznak, Triklórecetsavas fehérjementesités 

után a vasion a szürletben meghatározható.
Az analizisek azon az elven alapulnak, hogy redukció 

után /aszkorbinsav, nátriumpiroszulfit, hidroxilamin, 

stb./ a vas/II/ion, különböző vas reagensekkel /dipi- ' 
ridil és ezek származékai/ szines komplexet képez.
A keletkező komplexek szinintenzitása arányos a szé
rum vas tartalmával. Szinreágensként a klinikai labora
tóriumokban általában a következő vegyülőtek használa
tosak: 2.2*-dipiridil /8о,01/, l.lo-fenantrolin /82/, 

batofenantrolin /4.7-difenil-l.lo-fenantrolin/ /83,84/, 

tripiridil-triazin -TPTZ- /2.4.6.-tri-2-piridil-1.3.5. 

-triazin/ /85,86/.
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Ezen szinreágensek vas komplexeinek jellemzőit a lo. 

táblázatban foglaltam össze /87/.

lo. táblázat

A maxKomplex Mol.ext.koeff.

Fe-/2.2-dipiridil/^ 

Pe-/l.lo-Fenantrolin/^ 

Fe-Vbatofenantrolin/^ 

Fe-/tripiridil-triazin/2

8. G5o
11.100
22.100 

24.I00

522 nm 

51 о nm 

543 nm 

593 nm

A fehérjementesitéses eljárások közös hibája, hogy a 

szükséges szérum igény 1-2 ml, esetenként több is. 

Csecsemőknél a korai vashiányos vérszegénycég és a vas- 

forgalom vizsgálatához ez esetben 3 - 4 ml vér lenne 

szükséges és ilyen térfogatú vérvétel már jelentős prob
lémát okozhat. Ezenkívül a fehérjementesitéssel vasvesz- 

teség állhat elő. A meghatározások kivitele 4- 5 lépésű, 

időigényes centrifugálás szükséges.
Az emlitett tényezők miatt a fehérjementesitéses vas 

meghatározások pontatlansága figyelemre méltó,
% is lehet.

Fehérjementesités nélküli vas meghatározások.
Az emlitett hibák kiküszöbölésére több szerző irt le 

fehérjementesités nélküli vas meghatározást. Az eljá
rások azon az elven alapulnak, hogy alkalmas detergen- 

sek leválasztják a vasat a fehérjéről, majd megfelelő 

szinreagenssel fotometriáé mérésre alkalmas komplexbe 

vihetők /88/. Ilyen detergensként Tween 2o-at /89,9o/ 
és Teepol 71o-et javasolnak. Szinreagenslcént batofe- 

nantrolin, vagy tripiridil-triazin használatos.
Az eljárások aránylag egyszerűek, azonban az elemzéshez 

szükséges szérum igény még jelentős, általában o,5 ml.

lo - 15
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2.5.2. FEHÉRJEMEITTESITÉS NÉLKÜLI SZÉRUM VAS MEGHATÁ
ROZÁS FERROZINNAL

A csecsemő-és a gyermekgyógyászati igények kielé
gítésére szükségessé vált a vas meghatározásokhoz ál
talában szükséges nagyobb szérum mennyiségek csökken
tése.
Az automatizálhatóság és a megfelelő reprodukálhatóság 

elérésére fehérj ementesités nélküli eljárás kidolgozá
sa volt a cél.
A /3-/2-piridil/-5.6-bis/-4-fenil-szulf03av-1.2.4.- 

triazin/ vasreagens /ferrozin/ használatával, lehető
ség nyilt egy mikro vas elemzés kidolgozására /91/.

Kisérleti rósz

A vas-ferrozin komplex fényelnyelésének pH inter
vallumát a következő kísérlettel határoztam meg: lo,o 

ml 2 x lo“3 mól/l ferrozint /Serva készítmény/ tartal
mazó oldatba lo,o ml 2 x lo“3 mól/l vas/II/ammónium-

—2szulfátot mértem, amely 5,о x lo mól/l kénsavban 

volt oldva. A pH-t 2,о mól/l NaOII adagolásával vál
toztattam. Az 5o - 5oo jxl lúg bemérése miatti térfo
gat változás elhanyagolhatónak tekinthető. Ugyanazon 

oldatnak mértem a pH értékét és a fényelnyelését a 

NaOH adagolása közben /18.ábra/, A pH mérést "Radel- 

kisz OP-2o3" tipusu pH mérővel végeztem, kombinált 

üvegelektród felhasználásával, A komplex oldat fény
elnyelésének mérését nLKB Calculating Absorptiometer" 

automatikus fotométerrel mértem 572 nm-nél. A vas
ion leválasztását a transzferrin komplexből savas
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kémhatásu hidroxilamin-hidrokloriddal biztosítottam,
A hidroxilamin egyben redukálja is a vas/III/iont a 

vas/II/-ferrozin komplex képződéséhez. A kísérletek 

alkalmával o,5 - l,o - 2,о mól/l hidroxilamin-hidro- 

kloridot tartalmazó reagens o,4 ml térfogatába mér
tem loo jil, 118 y.g % vasat tartalmazó standard széru
mot. Ezt követően o,3 ml 1,5 mól/l nátriumacetátban 

—3oldott 2 x lo J mól/l ferrozin szinreagenst mértem a 

vas tartalmú analizálandó oldathoz. A fényelnyelés raér- 

• télcét időben vizsgáltam /19.ábra/.
A leirt kisérloti viszonyok mellett, l,o mól/l hidro- 

xilamin-hidroklorid reagens alkalmazásával, vizes vas 

tartalmú standard felhasználásával, a Beer-Lambert 
törvény érvényességét vizsgáltam о - 5oo y.g % vas 

koncentráció tartományban.
Ismert vas koncentrációjú, liofilizált kontrol 

szérum /Versatol-General Diagnostics/ felhasználásá
val összehasonlitó méréseket végeztem lo - lo mérés 

alapján. Az analízisek átlag értékeit a 11. táblázat 

mutatja.
A módszer pontosságának és reprodukálhatóságának 

megállapítása céljából 2o párhuzamos meghatározást vé
geztem önkényesen kiválasztott szérumból. A méréseket 
a 12. táblázat tartalmazza.
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11* táblázat
Veraatol № 
2455121

Saját mérés Eltérés

ofna pg % 123 fig fr + 4,1 /о

Versatol H° 
2456121

Saját mérés Eltérés
-

77 pg % 8o ^g fr + 4, о fr

12# táblázat
Szérum vas meghatározás hibaozámitása

/x-x/2/х-х/n X

%x = loölo91 1 1
lo82 о о

13 1о9 1
- 3,1 jxgfr4 lo7 11 S =з

lo6 2 45
6 lo6 2 4

YK = 2,9 fr97 3lo9
98 lo5 3

9 lo8 оо
49115 7lo
2511 113 5

12 lo8 оо
113 1о9 1
4214 По

1о6 4215
16 1lo7 1

11lo917
36611418

lo6 2 419
5 252o lo3
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A kísérleti eredmények és értékelésük

A ferrozin szinreagenst vaskötőkapacitás meghatá
rozására Persian ез mts.-i alkalmazták /92/.
A vas/II/ionnal 2:1 mólarányu komplexet képez, moláris 

extinkciós koefficiense: 31.2oo.

Perrozin: /3-/2-piridil/-5.6-bis/-4-fenil-szulfonsav- 

1.2.4.-triazin/ С2оН1ЛОб32 Ms: 47o,49
A moláris extinkciős koefficiens értéke nagyobb, mint 
a klinikai kémiában alkalmazott vas/II/-tripiridil- 

-triazin, ill. a va3/II/-batofenantrolin komplexé 

/lo.táblázat/. Ez adott lehetőséget arra, hogy a még 

pontosan mérhető fényelnyelések elérése mellett, az 

analízisek szérum igényét csökkenteni lehessen.
A 18.ábrán látható a [vas/II/-/ferrozin/2jkomp

lex fényelnyelésének változása a pH függvényében.
A pH 3 alatti fényelnyelés csökkenés, a komplex sav 

hatására történő bomlásával magyarázható. A pH 4-8 

intervallumban a fényelnyelés értéke állandó. 

Megfigyelésem szerint, önmagában a hidroxilamin-hidro- 

klorid megfelelő koncentrációban elégséges aciditást 

biztosit arra, hogy a traszferrin komplexből a vas 

ionos formában felszabaduljon, de a fehérje még ne 

denaturálódjon, A traszferrin metalloproteid liidro- 

liziséhez mintegy 2o perc szükséges. A fehérje / fer
rozin ligandum cseréje, tehát fokozatosan megy végbe. 
Ezt a 19.ábra mutatja.
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0,500

• л.
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I

т т т т т т то ри 84
18.ábra A vas/II/-/feri’ozin/p komplex fényelnyelé

sének változása a pírfüggvényében.

A
0,150

a.
*b.c.4.*

0,050

f * 4

T T T T T
0 15 PERC 30

19.ábra A vaa/II/-/ferrozin/0 komplex időbeli 
kialakulása. Hidroxiiamin • IIGI tarta
lom ; а./о,5 mól/l, b./l,o mól/l, 
c./2,о mól/1.

/
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hidroxi1amin-hidrо к1orid célszerű 

koncentrációját l,o mól/l-nek találtam. A pH: 2,6 

értékű reagens esetén a vasion leválása a fehérjéről 
2o - 3o perc elteltével kvantitatív. Az alkalmazott 
reagenssel sikerült elérni, hogy a meghatározás ne 

igényeljen előzetes fehérjementesitést.
A fotometriás analízisre alkalmas vas/II/-ferrozin 

komplex fényelnyelése 24 órás megfigyelés alatt nem 

változott. A fényelnyelés о - 5oo pg % vas tartalom 

mellett lineáris.
A kísérletek alapján a következő eljárás használható 

a szérum vas tartalmának meghatározására.

Az analízishez a

■ -

Hidrolizáló reagens: Hidroxilamin-hidroklorid 69,5 g
looo ml vizes oldatban.
Ferrozin l,o g looo ml 2о %-oa 

nátriumacetát oldatban.
Szinreagens:

Az analizis kivitele:

Hinta vak HintaOldatok Reag.vak Standard

o,4 mlHidr.reag, 

Standard 

Szérum 

Szin reag.

o,7 ml 
loo pl

o,4 ml 
loo pl

o,7 ml

loo pl loo pl 
o,3 mlo,3 ml

2o - 3o perc várakozás után mérjük a reagens vakkal 
szemben a standard extinkcióját, a minta vakkal szem
ben pedig a minta fényelnyelését 57o nm-nél.
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Az eredmény számolása:

Minta extinkciója x standard pg % koncentrációja =
Standard extinkciója 

= minta jig vas tartalma / loo ml ezérum.

Nő 70-I40 pg / loo ml szérum 

Férfi 80-150 pg / loo ml szériám
Normál érték:

Meghatározási idő: 1 minta analízisénél /-^ 3o perc 

5o minta analízisénél 60 perc

Az eljárás standard deviációja: _ 3,1 pg variációs 

koefficiense: 2,9 % /12.táblázat/.
A közölt meghatározási módszerrel sikerült a cse

csemők szérum vas vizsgálatát is megoldani. Az eljárás 

alkalmas az automatizálásra is, az elemzéshez két 

reagens és három bemérés szükséges. Magas bilirubin 

tartalmú szérumok nem zavarják a meghatározást a min
ta vak használata következtében.
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ÖSSZEFOGLALÁS

A biokémiai ismeretek jelentés kiszélesedése mély
reható változást hozott a klinikai kémiai laboratóriumok 

tevékenységében is.
Az egyre fokozódó analitikai feladatok olyan igényeket 
támasztottak a klinikai laboratóriumokkal szemben, ame
lyeket azok kialakult hagyományos szervezeti formájukkal, 

használt módszereikkel, eljárásaikkal nem oldhattak meg.

Vázoltam azokat a kérdéseket, amelyekkel a megol
dandó feladatok keretében számolni kell:
- a mennyiségi növekedéssel,
- a minőségi követelményekkel,
és ezek megoldása érdekében foglalkoztam:
- az analizis idő rövidithetőségével, illetve
- a korszerű analitikai eljárások feltételeivel.

A modern elemzésekkel szemben támasztott követel
mények figyelembevételével célul tűztem ki néhány - kü
lönösen a hazai klinikai kémiai laboratóriumokban álta
lánosan használt - analitikai módszer rövid kritikai ér
tékelését és ezek eredményeként lehetőséget kerestem 

egyes eljárások célszerű módosítására.
Mind a mennyiségi, mind a minőségi nehézségek a nagy szé- 

riáju vizsgálatok terén jelentkeznek elsősorban, ezért 

az ilyen jellegű vizsgálatok megoldását kíséreltem meg.
A célszerű módosítás egyrészt arra irányult, hogy a aok 

hiba lehetőséget magában rejtő több lénéses elemzéseket 
egyszerűsítsem, érzékenységüket fokozzam, más részt ar
ra, hogy néhány titrimetriás eljárás fotometriés válto
zatát alakitsam ki.
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A dimetilglioxim - karbamid Fearon kondenzációja 

alapján szérum karbamid meghatározást dolgoztam ki.
Az elemzéshez szükséges reagensek egyetlen oldatban sta
bilisak, az analizis két térfogat mérést igényel, az el
járás mintaigénye 2o pl.

A szérum összfehérje meghatározására elterjedten 

használt biuret reakció vizsgálata alapján módosított 

szérum összfehérje meghatározást Írtam le citrát ligan- 

dum alkalmazása utján.
Az eljárás a klasszikus biuret reakció pontatlanságát 
és a reagensek instabilitását kiküszöböli, a vizsgálat 

érzékenysége pedig fokozódott. A módszer egy reagenst 
és 2o pl mintát igényel.

Az o-toluidin - glükóz reakció alapján fehérjemen- 

tesités nélküli vércukor meghatározást igyekeztem kidol
gozni. A reakció optimális körülményeinek tisztázása 

után sikerült e módszer közismert hátrányait /tömény 

ecetsavas közeg, esetenként fehérjementesités, kifogá
solható reprodukálhatóság/ kiküszöbölni. Az analízishez 

szintén egy reagens és 2o pl minta szükséges.

A foszformolibdénsav - molibdénkék reakció alapján 

megkíséreltem egy fehérjementesités nélküli szérum anor
ganikus foszfor meghatározást kidolgozni, amely két rea
genst igényel, minta szükséglete 5o pl.
A foszformolibdénsav redukciójából származó bizonytalan
ságokat vas/II/ redukálószer alkalmazásával sikerült ki
küszöbölni, valamint az alkalmazott trietanolamin reagens 

stabilizálja a fehérjét és a fotometriás analízisre alkal
mas molibdénkék színét.
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Olyan vas meghatározást igyekeztem kidolgozni, 

amely lehetővé teszi csecsemők, vagy akár koraszülöttek 

vasanyagcseréjének vizsgálatát loo pl szérumból is*
A célt az által értem el, hogy előzetes féhérjementesi- 

tés nem szükséges, szinreagensnek pedig ferrozint alkal
maztam, amely vas komplexének moláris extinkciós koeffi
ciense jelenlegi ismereteink szerint a legnagyobb.

Az analitikai eljárások an-nlmazhatóságát kontrol 
szérumok felhasználásával vizsgai tam. Az egyes módsze
reknél az alapvető hibaszómitásokat ezek segítségével 
végeztem el*

A kidolgozott eljárások a gyakorlatban alkalmasnak
bizonyultak az előzetesen támasztott követelmények telje
sítésére.
- Az eljárások minőségi paraméterei az érvényben lévő 

követelményeknek megfelelnek.
- Az elemzések - a karbamid kivételével - nem igényelnek 

előzetes fehérjementesitést, ez egyik biztosítéka a 

biológiai arányok közelitő megőrzésének.
- A fotometriás analízisek a kivánt koncentráció tarto

mányban követik a Beer-Lambert törvényt, ezért egysze
rűen kiértékelhetők.

- A mikro eljárások minta igénye nem haladja meg a loo pl 

térfogatot.
- Az elemzések különböző biológiai mintákból /szérum, 

plazma, liquor, vizelet/ is elvégezhetők.
- A mindössze két, maximum három bemérést igénylő analí

zisek a nagy volumenű sorozatok manuális teljesítésé
re is alkalmasak, továbbá könnyedén alkalmazhatónak 

látszanak különböző tipusu klinikai laboratóriumi auto
matákra is.
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