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Toth Béla és Nanasi Pal

SZULFONAMIDOK MEGHATAROZASA BIOLOGIAI FOLYADEKOKBAN

Debreceni Orvostudoméanyi Egyetem Biokémiai és Kossuth Lajos Tudomanyegyetem Szerveskémiai Intézete

Néhany évvel ezel6tt kozoltiink egy modszert szulfonamidok (tovabpiak-
ban SA)meghatarozasira optikai fotométerrel (1). Modszertinknek most spektro-
fotométerre alkalmazott valtozatdt kozoljik, amit évek ota sikeresen alkal-
mazunk a legkiilonfélébb eredetli biolégiai folyadékok SA tartalmanak meg-
hatdrozasara.

A mddszer elve

A diazotalhaté, tehat — N*H,-n szubsztituenst nem tartalmazé SA-ok
esetében haszndlhaté a moddszer kozvetlenill. Az — N*H,-ben szubsztitualt
szarmazékokat el8zetesen kémiai hidrolizisnek kell aldvetni. A diazotalast
Vorozscov szerint (2) szobahSmérsékleten végezziik hig oldatban. A kapesolast
a-naftollal végezziik el, igy élénkvoros trans-diazotatokat kapunk. A képz6ds
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syn-diazotdtoknak trans-diazotatokkd torténd atalakuldsa a lugos kozeghen
spontan megtorténik. Az alabbiakban megadott hatarok kozott a koncentra-
¢i6 egyenesen aranyos a fényelnyeléssel minden SA abszorpeids maximumén.
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Metodika

Az 1. tdblazatban foglaltuk oOssze a metodikat.
I. idbldazat
0,1 — 2 ml biolégiai folyadék (ha kisebb a tf. mint 2 ml. akkor
ki kell egésziteni 2 ml-re deszt. vizzel)
2 ml fehérje —kicsapdszer (1. alabb)
5 pere kezelés 100°-0s vizfiirdén

lehiités
centrifugélas
Szabad N*H, vegyiiletek Kotott N*H, vegyiileteke
meghatérozasa meghatarozasa
hidrolizis nélkiil hidrolizissel
2 ml szupernatdns 3 ml szupernatdns
0,1 ml 39%-o0s HCI1 0,15 ml 39-0s HCIL
| 100°-0s vizflirdo

2,1 ml hidrolizatum

=

tf. kiegészités 2,5 ml-ig 5 ml-es mérélombikban
0,1 ml 0,29-0s NaNO,

5 perc diazotélas szobahén

1 ml 79-0s NaOIH

1 ml 0,29;-0s g-naftol

tf. kiegészités 5 ml-ig deszt. v1zzel

30 perc mulva leolvasas spektrofotométerben

‘ lehfités

A meghatdrozis alkalmazdsa a gydgydszatban leggyakrabban haszndlt S A-okra

Médszeriinket a kovetkezd anyagok esetében probaltuk ki:

Deseptyl
Superseptyl
Salvoseptyl -
Sulfathyazol
Ultraseptyl
Sulfaguanidin
Quinoseptyl
Bucarban

A vizsgalt vegyiiletek abszorpcids gorbéi és a kalibrdciés gorbék az 1-—8-
abran lathatdk.

N1H,-ben szubsztitudlt szdrmazékok meghatdrozdsa

A fenti vegyiiletek N*H,-ben szubsztitualt szdrmazékai koziil az aldbbia-
kat vizsgaltuk vizes oldatban, teljes vérben, vérplazmdban, vérszérumban,
vizeletben, liquorban, csarnokvizben, valamint kiillonbozé Aallati szovetek
présnedveiben. A 2. tablazatban tiintettiik fel tovabbé az egyes szdrmazékok
1009,-0s kémiai hidroliziséhez sziikséges hidrolizisidSket.
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11. tabldazat

SA-szdrmazékok Hgélrglelﬁzgo
Deseptyl-glucosid ................ 16,0
Deseptyl-lactosid ................ 20,0
Superseptyl-glucosid ............. 17,5
Superseptyl-methylenbisulphit . ... 10,0
Ultraseptyl-glucosid ............. 18,5
Salvoseptyl-glucosid ............. 13,5
Salvoseptyl-glucosidbisulphit ...... 15,5
Sulfathyazol-glucosid ............. 17,1
Sulfaguanidin-glucosid ........... 18,0
Quinoseptyl-glucosid ............. 15,0
Bucarban-glucosid ............... 19,5

Ezek a vegytletek az 81§ szervezetekben (in vivo) kisebb-nagyobb mér-
tékben enzimatikusan hidrolizalédnak, és a beldlik felszabaduld alapvegyiile-
tek a metodikdval kozvetleniil meghatarozhaték. Az in vitro, kémiai hidrolizis-
sel meghatéarozott totalis SA-értékekhbdl levonva a megfelels, kozvetleniil meg-
hatdrozhaté értékeket, megkapjuk az in vivo még le nem bomlott N*H,-ben
szubsztitualt vegyiiletek mennyiségét. A mddszer tehat alkalmazhaté farmako-
l16giai kontroll vizsgilatokra (vérszint-, liquorszint-, vizelet- és szdvetszint-
vizsgalatok).

Az 618 szervezetekben a SA-ok {8 kitiriilési formaja az N*H, csoporthan
acetildlt szdrmazék (az acetildlds a médjban torténik). Az in vivo acetildlas
mértéke fontos farmakoldgiai adat, mert az ily médon dtalakult SA méar
hatdstalan a baktériumokra. Mddszeriink konnyen kombinalhaté a mikro-
acetilmeghatdrozasi metodikdkkal is. A kiindulasi, triklér-ecetsavval fehérje-
mentesitett oldat helyett ilyenkor szulfo-szalicilsavval vagy nehézfémsdk-
kal (V, W, Mo) végziink fehérjementesitést a biztonsig kedvéért. A triklor-
ecetsav-készitmények kismértékben ecetsavval is szennyezettek, ezért a mikro-
meghatarozast zavarjak. Elvileg az egészen tiszta triklérecetsav nem zavar,
mert nem illékony, és hevités hatdsara CO,-re és CHCly-ra bomlik, azonban a
prébameghatérozasok bebizonyitottdk, hogy 10 — 309, hibat okozhatnak egyes
triklérecetsav-készitmények.

A mddszer pontossiga és hibaforrdsai

A moédszer pontossagat leginkabb a szubjektiv pipettdzasi manipulaciok
befolyasoljdk. A spektrofotometrids leolvasdsok hib4ja 0,001—0,005%, a
teljes mérési intervallumban. Mérési intervallum: 1—30 pg SA pro 2 ml vizs-
galandé biolégiai folyadék. A médszer legf6bb hibaforrdsait a reagensekben

kell keresni.

Triklor-ecetsav : totalis szintmeghatdrozasoknal megelégedhetiink a keres-
kedelmi p. a. készitménnyel, azonban acetilmeghatdrozasoknal ne hasznaljuk
fehérjementesits szernek. Reagensként 109,-os oldatét alkalmazzuk. A nehéz-
fémsdkat 209,-0os amméniumsdik formajaban hasznaljuk az elSirt ardnyban
[(NH,),VO,; (NH,),WO,; (NH,),M00,)]. Szulfo-szalicilsavhél 25%,-os oldatot

célszer(i hasznalni.
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HCIl: (1, mentes legven, mert a kémiai hidrolizis alatt {Gleg az N'H,
szubsztituensek atalakitasdval okozhat bajt, ui. a Ay értékeket megvaltoz-
tatja.

NaNO, : csak bomlatlan p. a. készitményt hasznaljunk. Az oldat heten-
ként frissen készitends.

a naftol : minden szennyezés a vakpréba-értékeket befolydsolja. Vizes
oldatoknal a vak értékek 0,003 — 0,005 kozé esnek Anax-16l fliggetleniil. Fehérje-
mentesitett biolégiai folyadékok vakprébdinak extinctié-értékeit az szabja
meg, hogy honnan szidrmaznak. Altalaban nem haladjak meg a 0,050 értéket
egvik Apax-ra sem. Legmagasabb a liquor és a vizelet vak extinctidja atlag
0,030 —0,050-nel, legalacsonyabb pedig a vér atlag 0,010—0,020 értékkel.
A szovetek vak extinctidi e két hatar kozott ingadoznak, atlag 0,020 — 0,040
értékekkel. Az oldat hetenként frissen készitendd.

Diazotdlds: a metodikaban el6irt 5 pere diazotdlasi id6t feltétleniil be kell
tartani. Ez 1 perccel t6bh mint a sziikséges, azonban ebbdl nem kovetkezik,
hogy tetszbleges ideig diazotalhatunk. 15 perc {616ttt 1 — 29 -0s eltérést kapunk
értéknoveld irdanyban. 60 perces diazotalds kb. 109 -kal noveli az értéket.

NaOH: p. a. készitményt haszndljunk. A lig mennyiségét az szabja meg,
hogy a kapesolds optimalis pH-ja 10 —12 kozé esik. Ennél alacsonyabb pH-n
sem a kapesolas nem kvantitativ, sem a syn-diazotatok atforduldsa trans-
diazotatokkd nem kovetkezik be. A pH csokkentése a Apax-ot csokkenti, és
narancs-, illetve sarga szin 1ép csak fel. A lig tiladagoldsa kismértékhen csok-
kenti a szinintenzitdst, de a Ay értékét nem bhefolydsolja.
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Osszefoglalas

SA-ok biolégiai folyadékokban torténd meghatarozasara évek Sta sikeresen alkalmazzuk
a-naftolos moédszeriinket, amelynek most spektrofotométerre alkalmazott valtozatat ko6zoljik.
Az eredetileg optikai fotométerre (Stufo) leirt mddszernél pontosabb és érzékenyebb Gj médszer
alkalmazasat irjuk le, a gydgyészatban leggyvakrabban hasznalt SA-okra. Részletesen targyaljuk
a modszer pontossagat befolyéasold tényezbket és a hibaforrasokat, valamint a hibak kikiiszoholé-
sének lehet6ségeit és feltételeit.

A szerz6k cime: Dr. Téth Béla tandrsegéd, Debrecen, Orvostudomdnyi Egvetem Biokémiai Intézete és Dr
Ndndsi Pal docens, Tudoméanyegvetem Szerves Kémiai Intézete.

Téth B.-— Nanasi P.

DETERMINATION OF SULFONAMIDES IN BIOLOGICAL FLUIDS

We succesfully used a method for the determination of different SA derivatives in biological
fluids several years. Its variation is described here as applied for spectrophotometer. This procedure
is more exact and sensitive than the optical one, working with Pulfrich photometer for measuring
the SA-s generally used in therapy. We discussin detail the factors influencing the accuracy, the
sources of errors and the possible elimination of them.
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