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Verfahren und diagnostische Mittel zum Nachweis von Redox-Reaktionen 

Die Erfindung betrifft Verfahren und diagnosti­
sche Mittel, die auf Redox-Reaktionen beruhen. 
die Jodate zur Vermeidung von Storungen durch 
Ascorbinsaure enthalten. 

In der klinischen und pharmazeutischen Che- 5 

mie; der Biochemie und lebensmittelchemie sind 
fur Bestimmungsmethoden von Substraten und 
Enzymen Redox-Systeme von grosser Bedeu-
tung. Fur solche Bestimmungsmethoden existie-
ren die verschiedensten photometrischen Ver- 10 
fahren. Von besonderer Bedeutung sind jedoch 
sogenannte Schnelldiagnostica. Das sind Mitter, 
bei denen alle Reagenzien in saugfahigen Tra-
gern oder in Filmen in trockener Form vorliegen. 
Die Mittel werden mit der UntersuchungsflUssig- 15 
keit in Beruhrung gebracht, die entstehende Far-
tie kann visuell oder mit Reflexionsphotometern . 
beurteilt werden. 

Die zu untersuchenden Materialien auf den 
obengenannten Gebieten der chemischen Analy- 20 

tik, wie z.B. Urin, Blut, Lebensmittel, Arzneimit­
telzubereitungen u.a. sind vielfach gekennzeich-
net durch einen mehr oder weniger grossen Ge-
halt an Reduktionsmitteln, von denen das haufig-
ste die Ascorbinsaure ist. Es ist klar, dass Redox- 25 

Reak1ionen durch starke Reduktionsmittel wie 
Ascorbinsaure empfindlich gestort werden kon-
nen. So ist bekannt, dass beim Nachweis von 
Glucose mit Schnelldiagnostica. die auf der Basis 
der Reaktion GOD-POD-Redox-lndikator beru- JO 
hen. durch Ascorbinsaure falsch negative Befun-
de hervorgerufen werden. Das aus Glucose mit 
Hilfe von GOD (Glucoseoxidase) entstandene 
H20 2 wirkt namlich mit POD (Peroxidase) auf die 
Ascorbinsaure anstatt auf den lndiaktor unter 35 

Oxidation ein und wird so der Bestimmung entzo-
gen. 

Weiter ist bekannt, dass Schnelldiagnostica 
zum Nachweis von Blut im Harn ebe(lfalls in An-
wesenheit von Ascorbinsaure falsch hegativ rea- 4Q 

gieren. Vermutlich reduziert hier die Ascorbin-
saure den durch die hamoglobinkatalysierte Oxi­
dation gebildeten Farbstoff. 

Als Beispiel fUr falsch positive Befunde durch 
Ascorbinsaure soll die Bestimmung von NADH 45 

oder NAO PH mit Hilfe der Reduktion von Tetrazo­
liumsalzen zu farbigen Formazanen angefUhrt 
werden. Ascorbinsaure wirkt hier gleichsinnig 
und erhoht das Messignal. 

Wegen der besonderen Bedeutung und des 50 

Umfanges der Storungen durch Reduktionsmit-
tel, insbE!sondere Ascorbinsaure, hat es daher 
nicht an Versuchen gefehlt, diese aus den Unter­
suchungsflussigkeiten zu entfernen, bzw. nicht 
gestorte Verfahren und Mittel zu entwickeln. 55 

Folgende Verfahren sind bekanntgeworden: 

- Oxidation mit Jodlosung und Entfernung des 
uberschussigen Jods mit Thiosulfat 60 

- Oxidation mit Mangandioxid und Abfiltrieren 
des nicht verbrauchten Oxidationsmittels 

2 

- Oxidation mit alkalischem H20 2 
- Behandlung der Probelosung mit Anionenaus-

tauscher 

Alie diese Verfahren erfordern eine umstandli­
che Behandlung der Probenlosung. des weiteren 
ist insbesondere bei Schnelldiagnostica eine in­
tegrierte Problemlosung sehr aufwendig. Es sind 
auch Testpapiere bekannt, bei denen Urin zuerst 
durch eine Zone mit Anionenaustauscher (DE-AS 
15 98 008) chromatographieren muss, um dann 
bei Weiterlaufen auf die eigentliche Reagenzzone 
ungestort reagieren zu konnen. Teste mit lonen­
austauscherbezirken sind fUr Glucose und Galac­
tose handelsublich. Sie weisen einen komplizier­
ten Aufbau auf und durch die erforderliche Chro­
matographierzeit wird die Analysenzeit im Ver­
gleich zu herkommlichen Schnelltesten erheblich 
gesteigert. 

Eine weitere Moglichketi zur Entfernung von 
Ascorbinsaure aus FIUssigkeiten, bzw. der Ent­
storung von diagnostischen Mitteln, beruht auf 
dem Zusatz von Ascorbatoxidase in op ti sch en Te­
sten und Schnelldiagnostica. (DE-AS 26 25 834) 

Obwohl dieses Verfahren besonders bei klei­
nen Ascorbinsaure-Konzentrationen brauchbar 
ist, kann das Problem als Ganzes nicht als gelost 
betrachtet werden. und zwar aus folgenden 
Grunden: 

- Ascorbatoxidase reagiert nur mit Ascorbinsau­
re selbst, nicht jedoch mit Metaboliten wie 
dem Glucuronid und dem Sulfat, sowie ande­
ren Reduktionsmitteln. 

- Die Oxidation von Ascorbinsaure durch Ascor­
batoxidase ist relativ langsam, so dass bei Test­
flussigkeiten, die mehr als 100 mg Ascorbin­
saure/dl enthalten konnen, unwirtschaftlich 
grosse Mengen Ascorbatoxidase eingesetzt 
werden mussen. 

- In bestimmten Fallen wird das Enzym Ascor­
batoxidase durch aggressive Reagenzien rela­
tiv schnell zerstort. 
So muss z.B. das in einem Harn-Blut-Test ver­
wendete Cumolhydroperoxid in Mikrokapseln 
eingeschlossen werden (USP4129 417). 

Es wurde nun uberraschend gefunden, dass 
man Verfahren und diagnostische Mittel, insbe­
sondere Schnelldiagnostica entwickeln kann, die 
nicht durch Ascorbinsaure und ihre Metaboliten 
gestort sind, auch wenn diese in relativ grossen 
Mengen vorhanden sind, wenn man den bekann­
ten Rezepturen oder dem zu untersuchenden 
Testsystem zusatzlich Jodat zufUgt. Es muss als 
uberraschend angesehen werden, dass Jo.dat 
zwar die Ascorbinsaure hinreichend schnell oxi­
diert, nicht jedoch die in der klinischen Chemie 
wichtigen Substrate, ferner viele der in der Ana­
lytik gebrauchlichen Redox-lndikatoren und ilire 
jeweiligen farbigen Reaktionsprodukte sowie ub­
liche Hilfsstoffe. So werden beispielsweise unter 
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den ublichen Analysenbedingungen (pH 5-9) und 
innerhalb der ublichen Analysenzeiten von Jodat 
nicht angegriffen: 

- Substrate: 
Kohlehydrate (Glucose, Galactose u.a.), Chole­
sterin, Glycerin (aus Triglyceriden), Harnsaure, 
NADH und NADHP etc. 
- Substratoxidasen: 
Glucoseoxidase, Galactoseoxidase, Cholesterin­
oxidase, Glycerinoxidase, Uricase etc. 
- lndikatoren: 
Benzidinabkommlinge (o-Tolidin, 3,3' ,5,5' -Tetra­
methylbenzidin). heterocyclische Azine (Azino­
bis-benzo-thiazolon-sulfonsaure), Formazane als 
Reduktionsprodukte von Tetrazoliumsalzen etc. 
- Peroxidasen: 
Meerrettichperoxidase, Hamoglobin (Blut) 
- Hilfsstoffe: 
Arylsemicarbazide, die als Stabilisatoren von 
Oxidationsindikatoren beschrieben sind (DE-OS 
2716060)' 

Dass diese Eigenschaft des Jodats uberra­
schend ist, und nicht etwa aus dem Oxidatonspo­
tential abgeleitet werden kann, zeigt ein Ver­
gleich mit anderen Halogen-Verbindungen. De­
ren Standardpotentiale betragen taut Cotton­
Wilkinson «Anorganische Chemie» Weinheim 
1970, 2. Auflage, S. 532: 

- Jodat + 0,26 V 
- Perjodat + 0,39 V 
- Jod + 0,54 V 
- Bromat + 0,61 V 
- Chlorat + 0,63 V 

Wahrend nun Perjodat und freies Jod neben 
Ascorbinsaure die meisten lndikatoren, vor allem 
die Benzidinabkommlinge oxidieren, sind Bromat 
und Chlorat trotz ihrer hoheren Oxidationspoten­
tiale nicht in der Lage. Ascorbinsaure zu oxidie­
ren und sind somit fur den angestrebten Zweck 
vollig unbrauchbar. Auch von Jodaten wurde bis­
her angenommen. dass sie Ascorbinsaure nur in 
essigsaurer Losung oxidieren [R. Indovina, 
D. Elia, Boll. Soc. Ital. Biol. sperm. 20, 390-393 
(1945), C.A. 40, 6110 (1946)). 

Die erfindungsgemassen, durch Ascorbinsaure 
praktisch nicht gestorten Schnelldiagnostica sind 
einfach herzustellen, indem man den Rezepturen 
an sich bekannter Teste ein Jodat zumischt. Sol­
che Teste sind z.B.: 

- Testpapiere zum Nachweis von Blut im Harn 
mit organischen Hydroperoxiden und o-Tolidin 
(DE-OS 2235152, DE-OS 2640211, DE-OS 
12 42 905) und Tetramethylbenzidin (DE-OS 
2460903, DE-OS2716060) 

- Testpapiere zum Nachweis von Glucose im 
Harn mit GOD, POD und o-Tolidin (DE-OS 
2415257, DE-AS 1121847, OE·PS 198896), 
3,3' ,5,5'-Tetramethylbenzidin (DE-OS 
24 60 903), substituierten Aminocarbazolen 
(DE-OS 2205 733, DE-OS 2338932) und hete­
rocyclischen Azinen (OE-OS 1648840) 
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- Testpapiere zum Nachweis von Galactose im 
Harn mit Galactose-OD, POD und o-Tolidin 
(USP 3,362,886) 

- Testpapiere diverser Substrate mit spezifi-
5 schen Oxidasen, POD und o-Tolidin (USP 

3,099,605) 
- Testfilme zur Bestimmung von Glucose im Blut 

mit GOD, POD, o-Tolidin (DE-OS 15 98153) und 
3,3' ,5,5' -Tetramethylbenzidin (DE-OS 

10 2460903) 

15 

- Testpapiere zur Bestimmung von NADH oder 
NADH-bildenden Substraten bzw. Enzymen 
mit Tetrazoliumsalzen und Diaphorase (z.B. 
DE-OS 24 52 283) 

Da die meisten der eben genannten Teste in 
wassrigen Losungen durchgefuhrt werden, wer­
den vorteilhaft wasserlosliche Jodate verwendet. • 
Es kommen praktisch alle wasserloslichen Salze 

20 der Jodsa·ure mit anorganischen und organi­
schen Kationen in Frage, soweit diese ihrerseits 
cjie analytischen Verfahren nicht storen. Es sind 
dies vor allem die Alkalisalze, die bequem zu­
ganglich und zum Teil handelsublich sind, ferner 

25 die Erdalkalisalze, Ammoniumsalze oder die Sal­
ze einfacher Amine wie z.B. Piperidin, Piperazin 
u.a. 
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Nur in besonderen Fallen sind gewisse Modifi­
kationen der ublichen Rezepturen erforderlich: 

- Bei der industriellen Herstellung von Testpa­
pieren sind mitunter relativ lange lmpragnier­
zeiten erforderlich. In diesen langen Zeiten 
kann es unter Umstanden in der lmpragnierlo­
sung schon zu einer teilweisen Oxidation des 
lndikators kommen. Dies ist beispielsweise der 
Fall bei substituierten Aminocarbazolen ge­
mass DE-OS 22 05 733. In diesen Fallen ist es· 
zweckmassig, eine gewisse raumliche Tren­
nung der Reagenzien herbeizufuhren, indem i 
man zunachst das Testpapier mit allen anderen 
Reagenzien impragniert und danach ein ent­
sprechendes Jodat aus einem organischen Lo­
sungsmittel. das die ubrigen Rezepturbestand­
teile nicht auflost, nachimpragniert. Organo­
losliche Jodate sind beispielsweise quarterna-
re Ammoniumjodate, sowie Salze der Jodsau-
re mit langerkettigen Aminen. 

- In Fallen, wo durch die Verwendung von Jodat 
Stabilitatsprobleme der Teste auftreten, kon­
nen allgemein bekannte Massnahmen der Sta­
bilitatsverbesserung, wie aufeinanderfolgende 
lmpragnation aus verschiedenen Losungsmit­
teln gegebenenfalls unter Zugabe von geeigne-. 
ten Trennmitteln wie z.B. Polymeren ergriffen 
werden. 

Die Verwendung von Jodat in Schnelldiagno­
stica ist nur innerhalb folgender pH-Grenzen 
zweckmassig: 

- Bei pH-Werten unterhalb ca. 4,5 entsteht bei 
der Reduktion von Jodat durch Ascorbinsaure 
zunehmend freies Jod, welches wie schon ge­
sagt, viele lndikatoren oxidiert. Ausserdem be-
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~itzt Jodat im sauren Milieu ein Oxidationspo­
tential von +1,20 V (Cotton-Wilkinson, siehe 
oben) und ist daher mit den meisten. lndikjito­
ren und anderen Rezepturbestandteilen nicht 
me hr vertraglich. 
Oberhalb von pH 7-8 wird die Oxidation von 
Ascorbinsaure durch Jodat zunehmend trager, 
so dass fUr eine wirksame Entstorung unver­
haltnismassig grosse Mengen Jodat erforder­
lich sind, was zu Verarbeitungsschwierigkeiten 
und gegebenenfalls zu Haltbarkeitsproblemen 
fUhren kann. 

Die Jodate werden zweckmassigerweise im 2-
bis 20fachen molaren Oberschuss bezogen auf 
die in den Untersuchungsfliissigkeiten vorkom­
menden Mengen an Ascorbinsaure eingesetzt. 
Da die Oxidation der Ascorbinsaure prak.tisch vor 
der eigentlichen Nachweisreaktion ablaufen 
muss, benotigt man fiir schnell ablaufende Nach­
weisreaktionen einen grosseren Oberschuss an 
Jodat als fur langsamer ablaufende. Da wie oben 
.Schon erwahnt die Oxidation der Ascorbinsaure 
sich bei hohem pH verlangsamt, muss auch in 
.diesen Fallen ein grosserer Oberschuss verwen­
:det werden. Die richtige Menge Jodat ist in je­
dem Fall durch einfache Reihenversuche leicht 
zu ermitteln. 
! Die erfindungsgemassen Schnelldiagnostica 
'weisen gegenuber bekannten storungsfreien 
_bzw. storungsarmen Schnelldiagnostica folgen­
·de Vorteile auf: 
- lhre Handhabung entspricht vollkommen der 

der bisherigen, z.T. seit langem ublichen 
Schnelldiagnostica. 

- lhre Herstellung ist einfach und entspricht 
weitgehend ublichen Fabrikationsmethoden. 

- Verglichen mit Schnelldiagnostica, die Ascor­
batoxidase enthalten, weisen sie z.T. einen ho­
heren Entstorungsgrad auf, vor allem sind sie 
wesentlich preisgunstiger herzustelle·n. 

Die Anwendung von Jodat ist an sich nicht auf 
die lncorporierung in Schnelldiagnostica be­
schrankt. So kann z.B. Jodat direkt der zu unter­
suchenden losung zugesetzt werden und die da­
durch von den storenden Reaktionsmitteln be­
freite Losung in bekannter Weise photometrisch 
oder mit iiblichen Schnelltesten weiter unter­
sucht werden. 'Es sei allerdings angemerkt, dass 
in einer solchen losung Teste, deren Substrate 
oder Reagenzien mit Jodat reagieren, nicht mehr. 
durchgefiihrt werden konnen. 

Es sind beispielsweise bei der Harnuntersu­
chung mit Mehrfach-Testen die Teste auf Nitrit 
und Gallenfarbstoffe (Urobilinogen und Biliru­
bin). Diese Stoffe werden von Jodat im sauren 
Milieu des Testpapieres noch vor ihrem Nach­
weis oxidiert. Ausserdem werden die fur die iibli­
chen Nitrit-Teste verwendeten aromatischen 
Amine zu stark farbigen Verbindungen oxidiert. 

Ob ein bestimmter Test durch den Zusatz von 
Jodat gestort wird, lasst sich einfach nachpriifen. 
indem man Standards mit und ohne Jodatzusatz 
vergleicht. 

In gewissen Fallen, Z.e. bei Analysenverfahren, 
die bei pH 5-6 arbeiten, wo Ascorbinsaure· sehr 
schnell von Jodat oxidiert wird, kann es vorteil­
haft sein, das Jodat der Reagenzienzubereitung 

5 oder Teilen derselben zuzugeben und so den Ana­
lysenablauf wesentlich zu vereinfachen. So kann 
z.B. bei der Analyse von Serum das Jodat den ge­
brauchlichen schwach sauren Enteiweissungs­
mitteln wie z.B. Uranylacetat zugesetzt werden, 

10· wodurch man eine weitgehend entstorte Testlo­
sung erhalt. 

Die diagnostischen Mittel sind vorzugsweise 
Schnellteste, bei denen das Reagentiensystem in 
einem saugfahigen, in dem Testsystem unlosli-

15 ch en Trager impragniert oder in einem im Testsy­
stem quellbaren Film incorporiert ist, der gege­
benenfalls auf einem festen Trager, beispielswei­
se einer Kunststoff.Folie, befestigt ist. Die Reak­
tion wird dann nach Befeuchten mit derri Testsy-

20 ste·m an der eintretenden Verfarbung bestimmt. 
Die diagnostischen Mittel konnen jedoch auch 

in dem Testsystem loslich sein und beispielswei­
se als losung, Lyophilisat oder Reagenztablette 
vorliegen oder in einem im Testsystem loslichen 

25 Film incorporiert sein, der sich seinerseits auf 
oder in einem festen Trager befindet. Die Rea­
gentien werden dann mit dem Testsystem sowie 
gegebenenfalls weiterem losungsmittel ver­
mischt und die Reaktion in einer Kuvette photo-

30 metrisch bestimmt. 
Unter Testsystem wird dabei die zu untersu­

chende Probe gegebenenfalls unter Zusatz ge­
eigneter Losungsmittel verstanden. Unter Rea­
gentiensystem wird die Summe der mit der Probe 

35 reagierenden Stoffe und aller sonstigen Hilfsstof­
fe wie Puffer, Netzmittel, viskositatsregulierende 
Stoffe, Stabilisierungsmittel, Kontrastfarbemittel 
sowie gegebenenfalls losungsmittel etc. ver­
standen. 

40 In den folgenden Beispielen soll die Erfindung 
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naher erlautert werden, ohne sie jedoch auf das 
Offenbarte einzugrenzen. 

Beispiel 1 
Testpapier zum Nachweis von Slut (Erythrocyten) 
im Harn 
Filterpapier (Schleicher & Schull Nr. 23 SL) wird 
nacheinander mit folgenden Losungen imprag­
niert und bei 40°C getrocknet: 

Losung 1 
1,2 mo la rer Citratpuffer vom pH 5,25 35,0 ml 
Ethylendiamintetraessigsaure, Dinatrium­
salz 0,1 g 

0,5 9 Dioctylnatriumsulfosuccinat 
2.5-Dimethylhexan-2,5-dihydroperoxid 
(ca. 70%ig) 1,6 g 

12,7 g 
0,5 g 

30,0ml 
ad 100,0ml 

Phosphorsauretrimorpholid 
Natriumjodat 
Ethanol 
dest. Wasser 

Losung 2 
3.3' ,5,5' -Tetramethylbenzidin 0,3g 

' 
' 

·· 1 
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Phenanthridin 
1-Phenytsemicarbazid 
Toluol/Methanol (60:40) 

7 

0,2g 
0,029 

ad 100,0ml 

Mit diesem Testpapier kann die Anwesenlieit 
von 5 Ery/mm3 noch in Gegenwart von 
150-200 mg Ascorbinsaure/dl · nachgewiesen 
werden. Bei einem analogen Testpapier, das an­
stelle des Jodats 3· 104 U Ascorbatoxidase ent­
halt, ist die positive Reaktion noch bis zu einer 
Konzentration von 30-50 mg Ascorbinsaure/dl, 
bei einem Papier ohne Zusatze nur bis ca. 10 mg 
Ascorbinsaure/dl sichtbar. Wird das erfindungs­
gemasse Testpapier 3 Tage lang auf 60°C erhitzt. 
so behalt es seine Empfindlichkeit bei. Oas Papier 
mit Ascorbatoxidase reagiert nach dieser Bela­
stung nur noch wie das Pa pier ohne Zusatze. 

Beispiel 2 . 
Testpapier zur semiquantitativen Bestimmung 
von Glucose im Harn 
Filterpapier (Schleicher & Schull 597 NF-Ind.) 
wird nacheinander mit Losungen folgender Zu­
sammensetzung getrankt und jeweils bei 50°C 
getrocknet: 

Losung 1 
Glucoseoxidase (71 U/mg) 1.2 g 

5 

10 

15 

20 

25 

Anzeige ausgedruckt in mg Glucose/di 
Jodat 0 50 100 

+ 

+ 

+ 

Beispiel3 

100 
100 
3QO 
300 

1000 
1000 

neg. 
100 
100 
300 
300 

1000 

Testpapier zum Nachweis von Glucose im Harn 
Filterpapier (Schleicher & Schull 597' NF) wird mit 
einer Losung folgender Zusamme11setzuilg ge­
trankt und bei 50°C getrocknet: 

Glucoseoxidase (71 U/ml) 
Peroxidase (66 U/ml} 
Kaliumjodat 
Tartrazin 
o-Tolidin 
Ethanol 
Wasserdest 

0,38g 
0,02g 
2,00g 
0,08g 
0,42g 

33,0ml 
ad 100,0ml 

Mit diesem Testpapier geben Urine mit 50 mg 
Glucose/di, denen O. 50. 100 und 200 mg Ascor­
binsaure/dl zugewogen wurde, praktisch die glei­
che grune Reaktionsfarbe. 

neg. 
. 100 
neg. 
300 
100 

1000 

45 

50 

55 

Ein analoges Testpapier ohne Jodat gibt nur im 60 

ascorbinsaurefreien Urin eine positive Reaktion. 

Beispiel4 
Testfilm zur Bestimmung geringer Glucosegehal-
te in Slut oder Serum 66 

5 
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Peroxidase (66 U/mg) 
1,2 m Citratpuffer pH 5 
9-(y-Oimethylaminopropyl)-6-chlor-
3-aminocarbazol-dihydrochlorid 
Tartrazin · 

0,2 g 
50,0 ml 

2,t g 
0,12 g 
t,1 g Laurolsarkosin 

Wasser dest. ad 100,0 ml 

Losung 2 
Tetramethylammonium-jodat 
Ethanol 

1.4 g 
ad 100,0 ml 

Auf die gleiche Weise wird ein Testpapier her­
gestellt, das our mit losung 1 impragniert ist. 

Es werden Urine mit 100, 300 und 1000 mg Glu­
cose/di hergestellt, in die jeweils 0, 50, 100 und 
200 mg Ascorbinsaure/dl eingewogen werden. 

Die Testpapiere werden eingetaucht und auf 
eine saugende Unterlage gelegt. Eine Minute 
nach dem Eintauchen werden ihre Reaktionsfar­
ben verglichen, wobei die des Urins ohne Ascor­
binsaure als innerer Standard gewahlt wurde. 
Aus der folgenden Tabelle ergibt sich, dass die 
Storung durch Ascorbinsaure durch den Zusatz 
von Jodat beseitigt wird. 

200mg 
Ascorbinsaure/dl 

neg. 
100 

neg. 
300 

neg. 
1000 

Bestandteile 

Polyvinylacetatpropionatdispersion 
(Propiofan 70 D) 45,0 g 
1,85%ige Losung von Natriumalginat in 
0,5 m Phosphatpuffer vom pH 5,5 35,0 g 
Natriumnonylsulfat in 5,0 ml Wasser 
gelost 0,75 g 

Glucoseoxidase (71 U/mg) 1 in To ml Was-' 0,2 g 
Peroxidase (66 U/mg) l ser gelost I 0,25 g 

3,3' ,5,5' -Tetramethylbenzidin in 5 ml 
Aceton gelost 
Natriumjodat 

0,68g 
1,0 g 

Die Bestandteile werden gut durchgemischt, in 
einer Schichtdicke von 200 µ auf einer Unterlage 
aus Kunststoff-Folie ausgestrichen und 35 Minu­
ten bei 60°C getrocknet. 

Auf gleiche Weise wurde eiri Film ohne Jodat 
hergestellt. 

Seren mit 20 mg Glucose/di und 0, 2,5 bzw. 
5,0 mg Asc.orbinsaure/dl werden aufgetropt, 
nach 1 Minute wird abgewischt und nach weite-

I 
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ren 2 Minuten wird die Farbung an einem han­
delsublichen Remissionsphotometer (Refloma~) 
unter Verwendung einer linearen 0-100-Skala ge­
messen: 

Testfilm Serum· 
mit 
ohneJodat 
mitJodat 

Beispiel5 

O · 2,5 5,0 mg Ascorbinsaure/dl 
47 43 35 
46 45 45 

Testpapier zum Nachweis von NADH 
· Filterpapier (Schleicher & Schull 23 SL) ~ird mit 

5 

10 

einer Losung folgender Zusammensetzung im- t5 
pragniert und bei 50°C getrocknet: 

Jod-nitro-triphenyltetrazoliumchlorid 0,2 g 
Natriumjodat 0,5 g 
Nonylphenolpolyglykolether 0,2 g 20 
Diaphorase (32 U/mg) 0,05 g 
0, 15 m Phosphatpuffer pH 7 40,0 ml 
Wasser dest. ad 100,0 ml 

In gleicher Weise wurde ein Testpapier ohne 25 
Jodat hergestellt. 

Mit wassrigen Losungen von NAOH reagieren 
beide Papiere mit der gleichen roten Farbung. 
Fugt man den NADH-Losungen Ascorbinsaure 
zu, so reagieren die Papiere ohne Jodat starker. 30 

Enteiweissungslosung 1 
Enteiweissungslosung 2 
Probe 1 · 
Probe2 
ergibt Oberstand Nr. 

Analyse 

Beispiel6 
Bestimmung von Glucose in Serum 

Losungen 

Enteiweissungslosung 1: 
0, 16% Uranylacetat in 0,9%iger Kochsalzlosung 

Enteiweissungslosung 2: 
0, 16% Uranylacetat und 0,05% Natriumjodat in 
0,9%iger Kochsalzlosung 

Reagenzlosung: 
POD 0,8 U/ml, GOD 10 U/ml, Azino-bis-benzthia­
zolonsulfonsaure, NH4-Salz 1,0 mg/ml in Phos­
phatpuffer pH 7 (100 mmol/1} 

Probe 1: 
Serum mit 100 mg Glucose/di 

Probe 2: 
Serum mit 100 mg Glucose/di und 20 mg Ascor­
binsaure/dl 

Standard: 
9, 1 mg Glucose/100 ml Wasser 

Enteiweissung 
Gemass folgendem Schema (ml) pipettieren und 
zentrifugieren: 

1,00 1,00 -

0,10 -
1,00 1,00 
0,10 -

0,10 - 0,10 
1. 1 1.2 2.1 2.2 

Gemass folgendem Schema pipettieren (ml), 30 
Minuten bei 25°C inkubieren, Extinktion bei 
436 nm messen (d ... 1 cm) 

Ober-
stand 

Leer- Stan- 1.1 
we rt dard 

dest. Wasser 0,1 
Standard 0,1 
Oberstand 0,1 
Reagenzlosung 5,0 5.0 5,0 
E 0, 115 0,425 0.424 
E-E (Leerwert) 0,310 0,309 

Ergebnis 
Berechnet nach C ... 100· E (Probe)/E (Stanqard) 

Oberstand 1.1 1.2 
Ascorbinsaure in Probe + 
Jodatin 
Enteiweissungslosung 
Ergebnis (mg/di) 99.7 89.0 

1.2 

0.1 
5,0 
0,366 
0,251 

+ 

2.1 

100,3 

2.1 

0.1 
5,0 
0,426 
0,311 

2.2 
+ 
+ 

99.4 

2.2 

0,1 
5,0 
0,423 
0,308 

Die durch Ascorbinsaure bewirkte Storung in der Probe 2 wird also durch Jodat vollig aufgehoben. 

6 . 
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~(,R;· Bestimmung von L-Glutaminsaure 

f?J LOsungen 

Reagenzli:isung 1: 
1,2 ml Triton X 100 
·30 iJ Diapho.rase 
10mgNAD 
60 mg Jod-nitro-triphenyltetra·zoliumchlorid in 
100 ml 0, 1 m Kaliumphosphat/Triethanolamin­
Puffer pH 8,6 

Reagenzlosung 2: . 

5 

to 

Probe 1: 
100 mg L-Glutaminsaure in 100 ml Wasser 

Probe2: 
100 mg L-Glutaminsiiure und 40 mg Ascorbinsau­
re in 100 ml Wasser 

Jodat-Losung: 
200 mg Natriumjodat in 100 ml Wasser 

Probenvorbereitung 
90000 U Glutamatdehydrogenase in 100 ml Was­
ser 

15 Gemass folgendem Schema pipettieren (ml) und 
15 Minuten bei Raumtemperatur stehen !assen: 

Probe1 1~ 
Probe 2 
NaJOrlsg. 
dest. Wasser 1,0 
ergibt Mischung Nr. 1. t 

Analyse 
Gemass folgendem Schema pipettieren {ml), 
nach 2 Minuten Anfangsextinktion E 1 bei 492 nm 

Leerwert 1.1 

Reagenzlosung 1 1,0 1,0 
dest. Wasser 2,0 1,8 
Mischung 0,2 
El 0,058 0,058 
Reagenzlosung 2 0,03 0,03 
E2 0,062 0.490 
E2-Et (~E) 0,004 0,432 
.1.E-.1.E (Leerwert) 0,428 

Ergebnis 

Berechnet nach C ~ 224.(L\E-AE (Leerwert)) 
Mischung Nr. 1~1 1.2 
Ascorbinsaure in Probe - "· 
Jodat~Behandlung .. · · · r- + 
Ergebhis (mg/di)"'. · ;: · Qs,9 99,0 

Der durch Ascorbinsaure verursachte Schleich. 
der Extinktion (langsame Reduktion des Tetrazo­
liumsalzes), der eine exakte Messung verhindert, 
kann durch Vorinkubation der Probenlosung mit 
Jodat verhindert werden, ohne dass das i.iber­
schi.issige Jodat die Analyse stort. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis von Redox-Reak­
tionen durch Einbringen eines Redox-Reagen­
tiensystems in ein Testsystem, dadurch gekenn-

55 

60' 

65 

1 

1,0 
1,0 1,0 

1,0 1,0 
1,0 

1.2 2.1 2.2 

(d '"' 1 cm) messen, mit Reagenzlosung 2 starten, 
nach 15 Minuten Endextinktion E 2 messen. 

Mischung 
1.2 

1,0 
1,8 
.0.2 
0,053 
0,03 
0.499 
0,446 
0,442 

2.1 
+ 

nicht 
ablesbar 

2.1 

1,0 
1,8 
0,2 
Schleich 
0,03 
Schleich 

2.2 
+ 
+ 
101,2 

2.2 

.1,0 
1,8 
0,2 
0,041 
0,03 
0,503" 
0,454 

. 0.452 

zeichnet, dass zusatzlich ein im Testsystem losli~ 
ches Jodat in einer Menge zugegeben wird, die 
einem Oberschuss. bezogen auf die hoctrste im 
Testsystem vorkommende Menge von storender 
Ascorbinsaure entspricht und die Gesamtmi­
schung einen pH-Wert von 5-9 aufweist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge­
kennzeichnet, dass der pH-Wert des Testsystems 
durch die Zugabe des Redox-Reagentiensystems 
erhoht wird. 

3. Yerfahren nach Anspruch 2. dadurch ge­
kennzeichnet, dass der pH-Wert von 5-6 auf 7-9 
erhoht wird. 

i 
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v·,;'"·'". . . •. .,;1·. · Bersprel 7 
...,,;~~g~.. Bestimmung von l-Glutaminsaure 

f.,f~ LOsungen 
5 

· ·. · . · ·· Reagenzlosung 1 : 
·;-~'.·:'.-: 1,2m1TritonX100 

'. 

· ·30 U Diapho.rase 
10mg NAO 
60 mg Jod-nitro-triphenyltetrazoliumchlorid in 
100 ml 0,1 m Kaliumphosphat/Triethanolamin-

10 

. · Puffer pH 8,6 

Reagenzlosung 2< . 
90000 U Glutamatdehydrogenase in 100 ml Was• 
ser 

15 

Probe 1 1,0 
Probe2 
NaJ03-Lsg. 
dest. Wasser · 1,0 
ergibt Mischung Nr. 1.1 

Analyse 
Gemass folgendem Schema pipettieren (ml), 
nach 2 Minuten Anfangsextinktion E 1 bei 492 nm 

Reagenzlosung 1 
dest. Wasser 
Mischung 
E 1 
Reagenzlosung 2 
E2 
E2-E1 (AE) 
6.E-L\E (Leerwert) 

Ergebnis 

Leerwert 

1,0 
2,0 

0,058 
0,03 
0,062 
0,004 

1.1 

1,0 
1,8 
0,2 
0,058 
0,03 
0,490 
0,432 
0,428 

Berechnet riach C !"" 224.(AE-6.E (Leeiwert)) 
Mischung Nr. 1.1 1.2 
Ascorbinsaure in Probe 
Jodat-Behandlung + 
Ergebnis (mg/Cfl} 95,9 99,0 

Der durch Ascorbinsaure verursachte Schleich. 
der Extinktion (langsame Reduktion des Tetrazo-
liumsalzes). der eine exakte Messung verhindert, 55 

kann durch Vorinkubation der Probenlosung mit 
Jodat verhindert werden, ohne dass das i.iber­
schussige Jodat die Analyse stort. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis von Redox-Reak­
tionen durch Einbringen eines Redox-Reagen-
tiensystems in ein Testsystem, dadurch gekenn- 65 

..... _ .... ·· 
7 

Probe 1: 
100 mg L-Glutaminsaure in 100 ml Wasser 

Probe2: .· 
100 mg L-Glutaminsaure und 40 mg Ascorbinsau­

.. re in 100 ·ml Wasser · 

Jodat-Losung: 
200 mg Natriumjodat in 100 ml Wasser 

Probenvorbereitung 
Gemass folgendem Schema pipettieren (ml) und 
15 Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen: 

1,0 
l.0 1,0 

1.0 1,0 
1,0 

1.2 2.1 2.2 

(d = 1 cm) messen, mit Reagenzlosung 2 starten, 
nach 15 Minuten Endextinktion E 2 messen. 

Mischung 
1.2 

1,0 
1,8 
.0.2 
0,053 
0,03 
0,499 
0,446 
0,442 

2.1 
+ 

nicht 
ablesbar 

2.1 

1,0 
1,8 
0,2 
Schleich 
0,03 
Schleich 

2.2 
+ 
+ 
101,2 

2.2 

1,0 
1,8 
0,2 
0,041 
0,03 
0,503 
0,454 
0,452 

zeichnet, dass zusatzlich ein im Testsystem losli~ 
ches Jodat in einer Menge zugegeben wird, die 
einem Oberschuss. bezogen auf die hoch'ste im 
Testsystem vorkommende Menge von storender 
Ascorbinsaure entspricht und die Gesamtmi­
schung einen pH-Wert von 5-9 aufweist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge­
kennzeichnet, dass der pH-Wert des Testsystems 
durch die Zugabe des Redox-Reagentiensystems 
erhoht wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch ge- · 
kennzeichnet, dass der pH-Wert von 5-6 auf 7-9 
erhoht wird. 
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4. Diagnostisches Mittel zum Nachweis von 
Redox-Reaktionen, enthaltend ein Redox-Rea­
gentiensystem, dadurch gekennzeichnet. dass 
zusatzlich ein im Testsystem losliches Jbdat in 
einer Menge enthalten ist, die einem Oberschuss, 
bezogen auf die hochste im Testsystem vorkom~ 
mende Menge von storender Ascorbinsaure ent­
spricht und das Reagentiensystem einen Puffer 
enthalt, der zusammen mit dem Testsystem 
einen pH-Wert von 5-9 einstellt. 

5. Diagnostisches Mittel nach Anspruch 4, da­
durch gekennzeichnet. dass 0,5-2 g Jodat pro 
100 ml Testsystem enthalten ist. 

6. Oiagnostisches Mittel nach einem ·der An­
spriiche 4-5, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Redox-Reagentiensystem aus einem Oxidations­
indikator. einem Hydroperoxid, einer Peroxidase 
und ublichen Hilfsstoffen besteht. 

7. Diagnostisches Mittel nach einem der An­
spruche 4-5, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Redox-Reagentiensystem aus einem Reduktions­
indikator, einem Reduktionsmittelsowie gegebe­
nenfalls einem Elektronenubertrager besteht. 

Claims 

1. Process for the detection of redox reactions 
by the introduction of a redox reagent system in­
to a test system, characterised in that an iodate 
soluble in the test system is additionally intro­
duced in an amount which correspond~ to an 
excess. referred to the highest amount of disturb­
ing ascorbic acid present in the test system, and 
the total mixture has a pH value of 5-9. 

2. Process according to claim 1, characterised 
in that the pH value of the test system is in­
creased by the addition of the redox reagent sys­
tem. 

3. Process according to claim 2, characterised 
in that the pH value is increased from 5-6 to 7-9. 

4. Diagnostic agent for the detection of redox 
reactions containing a redox reagent system, 

-characterised in that an iodate soluble in the test 
system is additonally present in an amount which 
corresponds to an excess, referred to the highest 
amount of disturbing ascorbic acid present in the 
test system, and the reagent system contains a 
buffer which. together with the test system, gives 
a pH value of 5-9. : 

5. Diagnostic agent according to claim 4;char­
acterised in that 0.5-2 g of iodate is present per 
100 ml of test system. -
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6. Diagnostic test system according to one of 

claims 4-5, characterised in that the redox rea­
gent system consists of an oxidation indicator a 
hydroperoxide, a peroxidase and conventio~al 
adjuvants. ; 

7. Diagnostic agent according to one of claims 
4-5. characterised in that the redox reagent sys­
tem consists of a reduction indicator, a reducing 
agent, as well as possibly an electron carrier. 

Reven di cations 

t. Procede pour la mise en ceuvre de reactions 
redox en introduisant un systeme de. reactifs re­
dox dans un systeme de test, caracterise en ce 
qu'on ajoute additionnellement un iodate soluble 
dans le systeme de test en une quantite corres­
pondant a la quantite maximale d'acide ascor­
bique perturbateur presente dans le systeme de 
test, et en ce que le pH du melange entier est 
compris entre 5 et 9. 

2. Procede selon la revendication 1, caracteri­
se en ce que le pH du systeme de test est aug­
mente par I' addition d'un systeme de reactifs re­
dox. 

3. Procede selon la revendication 2, caracteri­
se en ce que le pH compris entre 5 et 6 est porte a 
une valeur comprise entre 7 et 9. 

4. Agent de diagnostic pour la mise en eviden­
ce de reactions redox comportant un systeme de 
reactifs redox; caracterise en ce que I' agent com­
porte additionnellement un iodate soluble dans le 
systeme de test en une quantite correspondant a 
un exces par rapport a la quantite maximale 
d'acide ascorbique perturbateur presente dans le 
$YSteme de test, et en ce que le systeme de reac­
tifs contient un tampon ajustant en cooperation 
avec le systeme de test, le pH entre 5 et 9. 

5. Agent de diagnostic selon la revendication 
4, caracterise en ce qu'il comporte entre 0,5 et 2 g 
d'iodate pour 100 ml de systeme de test. 

6. ·Agent de diagnostic selon l'une des revendi­
cations 4 et 5, caracterise en ce qu~ le systeme de 
reactifs redox est compose d'un indicateur d'oxy­
dation, d'un hydroperoxyde, d'une peroxydase et 
des agents auxiliaires habituals. 

7. Agent de diagnostic salon l'une des revendi­
cations 4 et 5, caracterise en ce que le systeme de 
reactifs redox est compose d'un indicateur de re­
duction, d'un agent reducteur ainsi qu'eventuel­
lement d'un agent de transfert d'electrons. 
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