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Trubi¢kovy detektor inhibitoru cholinesteraz ve vodé

Oblast techniky

Technické Feseni se tyka trubi¢kového detektoru pro rychlé a vysoce citlivé zjistovani piitom-
nosti vojensky i nevojensky vyznamnych inhibitorti cholinesterdz ve vodé a vodnych roztocich.

Dosavadni stav techniky

Mezi inhibitory cholinesteraz patii zejména nervové paralytické latky (sarin, soman, tabun, VX,
R-33 a dalsi)jako nejvyznamnéjsi skupina novodobych bojovych chemickych latek, nebo velké
mnozstvi organofosfati a karbamati pouzivanych v zemédé€lstvi ve formé insekticidnich pri-
pravki. Anticholinesterazovou aktivitu vSak vykazuje i celd rada dalSich, chemicky riiznorodych
prirodnich i syntetickych latek, s nimiz Ize pfijit do kontaktu v rliznych oborech ¢innosti. Analyza
téchto latek je tudiz vysoce aktualni. Vzhledem k jejich az extrémni toxicité se v praxi zpravidla
pouzivaji metody zalozené na enzymatickeé reakci, kdy enzym (acetylcholinesteraza, butyrylcho-
linesteraza) katalyzuje hydrolyzu ptislusného substratu na reakéni produkt vhodny k indikaci
nejriizngj$imi technikami (pH-metricky, elektrochemicky, kolorimetricky). Enzymaticka reakce
se celkem bézné pouziva i v trubiCkovych detektorech ur¢enych ke zjistovani inhibitort choli-
nesteraz v ovzdus$i. Trubi¢kové detektory jsou uréené zpravidla ke zjiStovani plynd, par a vyji-
meéné i aerosoll, ale mohou se uplatnit i pfi analyze vod a kapalin [Pitschmann V.. Analyza
toxickych latek detekénimi trubi¢kami. Econt Consulting, DrahelCice 2005]. Obvykle se jedna
o prostiedky pro detekci a semikvantitativni stanoveni tézkych kovi, béznych aniontii nebo orga-
nickych slou¢enin vyznamnych z hlediska hygieny nebo Zivotniho prostiedi [Zolotov Y. A, Iva-
nov V. M., Amelin V. G.: Chemical test methods of analysis. Elsevier, Amsterdam 2002].

Je rovnéz znamy trubickovy detektor inhibitord cholinesteraz, ktery v principu umoziiuje jejich
pritkaz ve vzduchu i ve vod¢ [Tusarova 1., Halamek E., Orel J.: CZ 285 242 (1999)]. Tento pro-
sttedek obsahuje dvé ampulky s tlumivym roztokem, srovndvaci vrstvu z drceného skla impreg-
novanou smési substratu a chromogenniho ¢inidla (Ellmanovo ¢inidlo nebo guinejska zelei),
pfipadné chromogennim substratem 1-(thiazolylazo)-2-acetoxy-5-methylbenzen dimethylsulfa-
tem, a indikaéni vrstvu z granulované celulézy s imobilizovanym enzymem. Podle zkuSenosti je
tento prostiedek vhodny k detekci inhibitorti cholinesteraz ve formé par, ale jeho pouziti k ana-
lyze ve vodé nebo roztocich je konstrukéné ponékud omezeno. Hlavni problém, tj. odbér vzorku
a expozice indika¢ni vrstvy, je pak odstranén pouzitim trubickového detektoru podle technického
feSeni.

Podstata technického feSeni

Podstatou technického FeSeni je trubiCkovy detektor inhibitord cholinesterdz ve vod€ a vodnych
roztocich, ktery obsahuje vrstvu drceného porcelanu impregnovaného 0,1 az 1,0 % hmotn. tetra-
boritanem sodnym, indika&ni vrstvu z granulovaného kompozitniho materialu z mikrokrystalické
celuldzy, laktézy a polyvinylpyrrolidonu s imobilizovanou butyrylcholinesterazou o specifické
aktivité 10 az 50 nkat (nmol.s") na 1 g nosige, vrstvu z drceného skia impregnovanou smési buty-
rylthiocholinjodidu a chromogenniho ¢inidla N-(2,3-dimethyl-5-oxo-1-fenyl-3-pyrazolin-4-yl)-2-
chlor-5-sulfo-4-iminobenzochinonu v hmotnostnim poméru 10:1 az 20:1, a kone¢né ampulku
s tlumivym roztokem pH 6 az 10.

Jednotlivé prvky maji nasledujici funkci:
Vrstva drceného porcelanu zajistuje Gpravu pH vzorku vody.

Vrstva z kompozitniho nosi¢e s imobilizovanym enzymem slouZi jako vrstva indikacni, na niz
probihé jednak reakce enzymu s jejimi inhibitory, jednak hydrolyza substratu a reakce vzniklého
thiocholinu s chromogennim ¢inidlem (obr. 1). Jako chromogenni Cinidlo byl navrzen redoxni
indikator N-(2,3-dimethyl-5-oxo-1-fenyl-3-pyrazolin-4-yl)-2-chlor-5-sulfo-4-iminobenzochinon
(chemicky analog znamého 2,6-dichlorfenolindofenolu), ktery poskytuje barevny prechod cer-
vena - bila.
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Vrstva z drceného skla umoziiuje smyti nanesené smési substratu a chromogenniho ¢inidla na
indikaéni vrstvu pomoci tlumivého roztoku, ktery je umistén ve sklenéné ampulce.
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Obr. 1 Schéma hydrolyzy substratu a redukce chromogenniho ¢inidla

Priklad uskute¢néni technického feSeni

Trubickovy detektor je tvoren sklenénou obalovou trubici o vnitfnim priaméru 5 mm naplnénou
ze spodu vrstvou drceného porcelanu, vrstvou kompozitniho nosice, vrstvou drceného skla a am-
pulkou. Jednotlivé vrstvy vysoké 10 mm jsou od sebe oddéleny a proti pohybu a piesypavani
zajistény polyamidovymi sitkami a polyethylenovymi hvézdickami, které propoustéji vzduch
i kapalinu. Trubice dlouha 100 mm je na obou koncich hermeticky uzaviena zatavenim.

Drceny porcelan o velikosti zrn 0,5 az 0,7 mm je impregnovany 0,5% roztokem tetraboritanu
sodného (boraxu). Kompozitni nosi¢ o velikosti pelet 0,8 az 1,0 mm, pfipraveny z mikrokrysta-
lické celuldzy, laktozy a pylyvinylpyrrolidonu v hmotnostnim poméru 48:48:4 postupem obvyk-
lym pro ptipravu lékovych forem [Vetchy D., LeSinova H., TuSarova I.: Ceskoslovenské farma-
cie 61, 234-239 (2012)], je impregnovany butyrylcholinesterazou o specifické aktivité 30 nkat
(nmol.s™") na 1 g nosi¢e. Na 100 g nosice je pouzito 50 ml impregnaéniho ¢inidla, ktery obsahuje
enzym, 5 % dextranu a 0,5 % neionogenniho tenzidu typu Slovasol ve vodé. Sklenéna drt o veli-
kosti zrn 0,7 az 0,9 mm je impregnovana roztokem, ktery obsahuje 10% substrat butyrylthiocho-
linjodid a 0,5% indikator N-(2,3-dimethyl-5-oxo-1-fenyl-3-pyrazolin-4-yl)-2-chlor-5-sulfo-4-
iminobenzochinon v methanolu. Spotieba na 100 g nosi¢e je 25 ml impregnac¢niho roztoku.

Pouziti detektoru

Trubi¢kovy detektor je na obou koncich otevien a ponoten do analyzované vody tak, aby doslo
k namoceni vrstvy drceného porcelanu i kompozitniho nosi¢e s imobilizovanym enzymem. Po
2 minutach inkubace je rozdrcena ampulka a jeji obsah setiesen pies vrstvu sklenéné drti az na
vrstvu nosice s enzymem, jejiz zabarveni je sledovano vizuéaln€ (volnym okem) béhem nasleduji-
cich 6 minut. Diikazem neptitomnosti inhibitort cholinesteraz ve vzorku je odbarveni celé vrstvy,
naopak pretrvavajici Cervené zabarveni svéd¢i o tom, Ze vzorek je kontaminovan. Detekéni limit
je zavisly na konkrétnim inhibitoru, naptiklad pro eserin ¢ini 0,5 pg/ml a pro sarin 0,000 5 pg/ml.

Prumyslovéa vyuzitelnost

Trubickovy detektor podle technického feseni mize nalézt uplatnéni v primyslové vyrobé pro-
sttedkl chemického prizkumu a chemické kontroly, pfipadné technickych prostfedki urcenych
ke kontrole hygienickych a ekologickych limitd.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Trubickovy detektor inhibitord cholinesteraz ve vod¢ a vodnych roztocich, vyznacu-
jici se tim, Ze obsahuje vrstvu drceného porcelanu impregnovaného 0,1 az 1,0% (hmotn.)
tetraboritanem sodnym, indika¢ni vrstvu z granulovaného kompozitniho materialu z mikrokrys-
talické celulozy, laktézy a polyvinylpyrrolidonu s imobilizovanou butyrylcholinesterazou o spe-
cifické aktivitd 10 az 50 nkat (nmol.s™') na 1 g nosice, vrstvu z drceného skla impregnovanou
smési butyrylthiocholinjodidu a chromogenniho ¢inidla N-(2,3-dimethyl-5-oxo-1-fenyl-3-pyra-
zolin-4-yl)-2-chlor-5-sulfo-4-iminobenzochinonu v hmotnostnim poméru 10:1 aZz 20:1, a kone¢né
ampulku s tlumivym roztokem pH 6 az 10.
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