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(54) Diagnosticky prostfedek pro diikaz latek obsaZenych v kapalinéchl

a zpasob jeho vyroby

Diasgnosticky prostifedek pro dikaz ldé-
tek obsafenych v kepalindch, napPikled
cholesterolu v séru, sestdvajici z filmu

stdlého v kapalindch,

‘ktery Jje vyroben

z vodné disperze filmotvorngch organice
kych plastickych hmot, jako nap¥iklad

z polyvinylpropiondtu, a obsghuje rozvol-
nova¥ £ilmu, nap$iklad celulozu, v podobd
nerozpusinych anorganickgch nebo orgenic-
kych &dstic o promdru 0,5 a% 50 um, na~
priklad oxid titenicity nebo celulozu,

a reak&n{ &inidla pot¥ebnd pro dikaz hle-
denych ldtek, napfiklad cholesterol-oxi~
ddzu, peroxiddzu e tetramethylbenzidin,

v _mnoZstvi 0,1 aZ 15 % filmotvorné ldtky,
pfifemf pomdér rozvolnovafe filmu k filmo-
tvorné ldtce &inf{ 20:1 a%¥ 0,5:1.
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Dikez obsahovych ldtek v kapalindch pomoci testovacich prouZkd md stdle vEt3{ vyznam.
Poskytuje v mnoha p#fpadech jednoduchy, levny a rychlf detek¥ni zpisob. Siroké uplatndni
testovaci proutky nachdzej{ také v diagnostice mo&i, a to jJako kvalitativni tak polokvanti-
tativn{ detek¥n{ postup. Specidln{ testovac{ proufky se mohou také pouiivat pFi léka¥skgch
diagnozdch pro detekci obsahovych ldtek v krvi a seru. Krom# toho testovaci prouZky mo-

~ hou také najit mnohé uplatnini pro zkousky ndpoji, pitné vody, odpadnich vod a Jinych v pri-
myslu odpaddvajfcich kapalin.

ObtiZe pfi kvantitativnim vyhodnocovéni detekinich metod spodivaji v tom, %e vysokomo-
lekuldrni a korpuskuldérni podily kapalin se rychle usazuj{ na podklad® pro testovac{ prouZ-
"ky, které sestdvajf vyludné z papiru jako%io nasdvajicfho nosi¥e. Jako p¥{klad je moZno
uvést metodu stanoveni hemoglobinu v krvi podle Tallgqviste. Homogenita vztahujici se na
tlousfku vrtvy, struktury e sloZenf, kterd je pro kventitativnf testy nutnd, se u papirn
pouze obtiin¥ dosahuje. PFi pouZit{ pro kventitativni testy se projevuje dal3{ nevfhoda,
spolivajici v tom, Ze Je nutné presné ddvkovdni testovaciho materidlu.

Velkym pokrokem pro kvantitativnf stanoveni nizkomolekuldrnich ldtak je pouZivédni fil-
md podle ndmeckého patentu &. 1 598 153. Viastnosti t3chto £ilmd se mohou upravit pro kaifdy
enalyticky pestup. NevyZeduj{ precisni ddvkovdni testovangfch roztoki & reasguji stejnom&rnd
s mod{, plazmou, sérem nebo krvi. Po krétké reakiéni dobs se nadbytedny testovaci materidl
jedneduse smyje. 'Na zdkledd melé velikosti pérd tohoto filmu je moZné odd¥leni dispergo-
vanych nebo suspendovanfch podild testovaného roztoku p¥ipadnd erythrocytd krve od nizko-
molekuldrnich rozpultdnych obsahovych ldtek. - '

Tyto f£ilmy mohou pro zlepdeni vlastnost{ obsshovat také mald mnoZstvi pomocnych ldtek
resp, pigmentd, jeko Jje kiida nebo kyslilnik titani&ity a zv¥s{ si tak Jejich sv¥tlost.

Tyto filmy -se ale nemohou pou%ivat, JestliZe se majf stanovovat bund¥né podfly nebdo
velké molekuly, nep¥i{klad enzymy. Tyto sloudeniny se nevsakuj{i nebo nedostateZn& vsakuj{
do filmu a nedosdhne se m¥Fitelnd reakce., Proto se timto principem filmu nemohou vypracovat
poufitelné teéty'pro stanoven{ hemoglobinu, cholesterolu v lipoproteinech nebo enzymech.

Nyni bylo s pFekvapenim nalezeno, Ze nesdklivé "rozvolné&né" f£ilmy se mohou pFioravit,
JestliZe se do vodnych disperz{ nebo organickéno roztoku ldtek vytvdFejicich film, ze kte-
rfch vznikne ve vodd nerozpustny film, pFidajf pevné ldiky ve form¥ Jemnych nerozpustnych
organickych nebo enorganickych ééﬁteéek. Protofe pevnd ldtka sama "nereaguje", neni Jeji
sloZeni roghodujfci & mohou se poufivat napfiklsd celuldza, kkemelina, silikagel, pFesrdie-
nd sddra, uhliditan vépéhati, kaolin, polyesmid, sklo a Jjiné. Pom&r t&chto ldtek, ni%¥e na-
zfvangch "rozvolnovadld f£ilmd" k filmovému pojidlu mi¥e byt 20 : 1 a%¥ 0,5 : 1, s vyhodou
5:1 a1 : 1. Tento pomdr zdvisi ne pouZitém rozvolnovadi filmu a pojidlu filmu, jakoZ
ne predpoklédaném d¥elu pouZiti. Se stoupajicim mnoZstvim rozvolnovafe filmu a se stoupa-
Jicim specifickym povrchem pouZitého materidlu se film stdvd nasdklivEjs{.

Prestoupi~1i podfl rozvolnovade filmu urditou hranici, stévd se film mechanicky nesta-
bilnim. Jestli¥e se p¥idd pf{li¥ mdlo rozvolnovale do £ilmu, éak Je pro vysokomolekuldrni
nebo bun¥¥né podily neprdichodny. Nep¥ikled jestlife se joako rozvolnova¥ filmu poufivé po-
lyamid nebo pFesrdfend sddra a jako pojidlo filmu se pou%{v4 vodnd disperze polyvinylpropio-~
nédtu, pak pomé&r rozvolhovade filmu mé s vyhodou byt 5 : 1 a2z 2 : 1, Jestlife se pouZije kie-
melina, pak pomd&r je s vyhodau 2 : 1 a% 1 : 1,

Vhodnymi pojidly pro film jsou s vyhodou orgeanické plastické hmoty, jeko je polyvinyl-
estery, polyvinylacetdty, polyskrylester, polymethakrylovd kyselina, polyakrylemidy, polya-
midy, polystyren, smdsné polymery, nap¥fkled butadienu a styrenu nebo esteru meleinové kyse-
liny a vinylacetdtd, mohou se v3ak pousit teké jiné film tvorici, ofirodnfi a syntetické orga-
nické polymery, jfeko% i jejich sm¥si, s vyhodou ve form& vodnych disperzi, Filwovd pojidla se
mohou také rozpoultdt v orgenickych rozpoustddlech, nap¥iklad kopolymer winylchloridu a vinyl-
propiondtu v esteru kyseliny octové.
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Disperze nebo roztoky se mohou nenést v stejnomdrné vrstvE na nodloZku a po vysugen{
se ziskd film odolny via&i vodd.

Vfhodou vi¥i nasdklivému papiru je ta okolnost, Ze takovéto filmy se mohou pFipravit
jednoduchym zpisobem ve st#jnomdrné a reprodukovatelné formé&. Film se mdZe poufi{t snolu
s podloZkou pou¥ivanou jako nosi¥ nebo se miZe n¥i detek¥ni reakci z podloZky sejmout,
pf{padné se md%e nanést na Jiné noside. Jako nosiZe pro filmy se s vfhodou pouzivajl plas=-
tické folie. Rovnd% tak se mohou jako nosife pou%it jiné falie, pepir, plastické tabulky,
sklo, kov a pod., a to v zdviéslosti na zpisobu pou¥iti.

Reak&ni ¥inidla pot¥ebnd pro detekdni reakci se b¥%n& p¥iddvaji srimo do disperze.
Zejména vyhodné Jje, deétliie se vznikly film reakdnim ¥inidlem impregnuje. Rovn¥% tak je
mo%né, jestliZe se reakdnim dinidlem oledem impregnuji ¥dstefky poufivené jako rozvolnova-
%e. Postup se mdfe rovnd% tak kombinovat, %e napfikled ur¥ité podily se pPiddvaji do disper- .
ze @& jinymi se pak impregnuje film. Tim se docflf urdité prostorové odddlen{ pod{ld, coZ
mi%e vést ke stabilnim nebo reaktivnim testim. Dals{ moZnost, ofi které se podily vzdjemnd
oddsluji, spoivd v tom, %e se tyto rozd#l{ do riznych S4sti hmoty vpou%ivené pro povldkéni
a tyto se v optimdlnim po¥adi postupnd nenddeji o ziskd se vicevrstvy systém.

Pokud je to nutné, mohou se pFiddvet rdznd zahusfovedle, emulgdtory, disperzni Zinidla,
pigmenty, jeko je napfiklad kysli¥nik titeni¥ity, zm8k¥ovadla, sméZedla a pod.

Disperzni &inidla, emulgdtory a zehuitovadla slou%{f k pPipravd a stabilizaci disperzi.
Pigmenty, Jako je napfikled kyslilnik titsni¥itf, které mohou byt indentické s rozvolnovadi
f£ilmu, zlepSujfl remisnf{ vlastnosti filmu tim, Ze pFipravi pokud moZnc nizkou trensperenci a
zvgdenou sviétlost. To je zejména pek vyhodné, jestliZe se takto ziskeny diagnosticky prostie-
dek hodnot{ remisni fotometrii. Zm&k&ovedlem se mohou optimalizovat vlastnosti filmu. Nap¥{k-
lad se zlepsf trvenlivost, viskezita a adheze na rlznfch podloZkdch. 2Zlepdeni sméZitelnosti
filmt testovacim roztokem se dosdhne pouiitim sméZedla. RovnéZ tsk mohou soulasnd katelyzo-
vat reakci nebo stabilizovat sloZeni nebo zesilit Jasnost a kontrast reakdn{ barvy.

A%koliv se popsané filmy s vfhodou pouZivaji oro ddkaz vysokomolekuldrnich a ¥dstedko-
¥§ch podild, mohou se ssmozFejmd pou¥ivet teké pro dikaz a stanoveni nizkomolekuldrnich
sloudenin. Oproti filmim podle zépadondmeckého patentu &, 16 98 153 maj{ tu vyhodu, ¥e tes-
tovany roztok siln¥ji e rychleji nasdveji, coX vede k intenzivnd}3{ reakci. PPFi vhodné volb&
pom&ru rozvolnovade k pojidlu filmu, ktery Jestd navic zdvisi na typu t3chto létek; nap¥{iklad
p¥i pomdru 0,5 : t 8% 2 : 1, je v mnoha p¥ipadech mo#né potla¥it vniknut{ vysokomolekuldrnich
idtek do £ilmu, které mi%e byt p¥idinou poruch, & dokazovat a popf{pad& stanovovet pouze niz-
komolekuldrni ldtky. Zde popsané filmy se mohou s v¥hodou poui{t pne dikez obsahovych ldtek
t#lesnych kapalin, jeko je mo¥, krev, serum & sliny, ale i ve vhodné modifikaci. pro ddkazy
ve vodngch kapalindeh, jako je pitnd voda, odpadni voda mpod. & pfipadn& také v organickych
rozpoudt&dlech, ve kterych jsou nerozpustné.

Pfedm&tem vyndlezu je diegnosticky prostPedek pro dikez korpuskuldrnich, vysokomolekuldr-~
nich a nizkomolekuldrnich létek obssZenych v kapalinéich, nap¥iklsd cholesterolu v séru, kte-
r§ je vyroben z vodné disperze filmotvornych organickfch plastickych hmot, Jeko nap¥iklad
z polyvinylpropionétu. Jeho podstata spolivd v tom, Ze obsahuje rozvolnovad filmu, nepriklsd
celuldzu, v podobd nerozpustnych snorganickych nebo organickych ¥dstic o primérau 0,5 a% 50 um,
nen¥fklad oxid titaniditf nebo celuldzu a reakin{ &inidla pro Jejich dikasz, nap¥iklad chole~
sterol-oxiddzu, peroxiddau a tetramethylbenzidin, v mnoZstvi 0,1 a¥ 16 % filmotvorné létky,
pFiden% pom#ér rozvolnovade filmu k Silmatvorné ldtce &inf 20 : 1 a% 0,5 : 1,

Diagnosticky prostfqdpk podle vyndlezu #HtZe byt vyhodnd& upraven tak, %e film pro dikez
vysokomolekuldrnich a korpuskuldrnich ldtek vykazuje pomdr rozvolnovage filmu k filmotvorné
1€tce 1 : 1 8% 20 : 1 nebo 2 : 1 8% 5 ¢ 1,
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Film pro ddkaz ldtek o molekulové hmotnosti do 100 000, zejména ldtek o molekulové
hmotnosti v rozsahu 50 a¥ 100 000, mé s vyhodou pom¥r rozvolnovale filmu k filmotvorné
létce 0,5 : 1 a% 2 : 1,

Disgnosticky prost¥edek podle vyndlezu ve vfhodném provedeni mife obsmhovat film sté-
1y ve vodd, ktery je fixovén na nosi¥i, napfiklad na polykarbongtové folii.

Zpisob vyroby disgnostického prostiedku podle vyndlezu se provdd{ tak, Ze vodné dis-
perze filmotvorné ldtky s rozvolnovedem filmu, jako¥ i pop¥ipeds reakdni ¥inidla, napffkled
cholesteroloxiddza, peroxiddza, a tetremethylbenzidin a pomocné ldtky, napffklad
dioktylsukcindt, fostdtovy pufr a oxid titenidity, se smicheji, sm&s se pak vytveruje na
podlotce do tvaru filmu o tlousfce 50 a% 500 um & vodnd kapalina se odpaf{, naleX se vanik-
1§ £ilm pop¥ipadé impregnuje reakdnimi &inidly, napf{iklad tetremethylenbenzidinem, fensnthri-
dinem nebo kyselinou citronovou. Je vfhodné, jestliZe se film uvolni od podloiky a upevni
se na nosi¥, napf{klad na polykarbonétovou £olii. :

Velkd vghoda spolivd v tom, %e film, ktery nutné mnoistvi reakdnich -Zinidel poJjmwe, se
miZe upravit pro predpoklédany 1¥el pouZit{ tok, %e se vyberau nejlep3f vliastnosti pojidla
filmu, rozvolnovaZe filmu a pod. Dalif velkou vihodou je to, %e se dociluje ddvkovdn{ vzor-
ku, nebol film si testoveny materidl sém ddvkuje. Prebytek se jednodufe po urfité dobs pd-

sobeni spléchne.
Prostiedek podle vynélezu je bliZe objasn¥n v ndsledujfcich p¥ikladech.

Pr{klad 1

Pro pPfipravu reagendnich f£ilmd pro dikez cholesterolu v seru se pripravi diapcrie né-
sledujiciho sloZeni:

celuldza 5g
disperze polyvinylorooiondtu
(50 % ve vod¥) 3g

methylhydroxyproopyl-celuloza 0,042 g
kysli&nik titsnidity prdiko-

veny 2 g
cholesterolesterase 1 200 jednotek
cholesteroloxiddze 800 jednotek
peroxiddza 26 000 jednotek
galové kyselina 0,0032 g

‘Roztok 0,2 g 3,3, 5,57~
tetramethylbenzidinu a 0,17 g
dioktylsulfosukcindtu sodného

v 0,74 ml scatonu 1 ml
kaliumhydrogenofosfdt 0,049 g
dihydrdt dinatriumhydrogen-

fosfétu 0,167 g

destilovédnd voda 19,5 ml
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Smé&s se nanese ha pélykarbondtové folie v tloustce 300;1 a pak se vysu¥f v horkém
vzduchu. Takto zfskand reagendni vrstva poskytne v séru obsahujfcim cholesterol v zdvislosti
na jeho kopcentraci dobfe odstuonované modré zbarveni. Po upraveni remisnfho fotometru
(Reflomatzﬁh opatfeného linedrn{ Skdlou ne hodnotu 0 pro testované prouZky & ns hodnotu 100
oro ternou folii, ziskajl se rizné koncentrace cholesterolu ndsledujfci hodnoty:

0 mg 0 d{lkd stupnice
‘00 mg 6 L] "
200 mg 44 " "
300 mg 66 "
400 mg % " "
500 ng 83 ¢ "
600 mg 88 ¢ "
Zernsd kontrolni folie- - 100 " "

Pr{i{klaada 2
Pro test dikazi erythorocytd v mo&i se nejorve pFipravi z ndsledujic{ smési:

disperze polyvinyloropiondtu

(50 % ve vodd) ' 50 g
kaolin 60 g
dioktylsulfosukcindt sodny 2 g
destilovédnd voda 140 ml

Sm&s se nanese na polykarbondtové folie a pPiprevi se vrstva 400 ¢, kters se usuii
v proudu teplého vzduchu. Takto Z£{skeny film se impregnuje ni%e uvedenymi roztoky I s II
a po ka%dé impregnaci se vysu3i v proudu horkého vzduchu.

Roztok I
sodnd sl ethylendiaminotetraoctové
’kyseliny ) 18
trinatriumcitrdt . 2H,0 ' 15,7 g
kyselina citronové . Hy0 3,48 g
trimorfolid kyseliny fosforedné 30,5 g
benzo-svétld Zlul 0,048 g
dest. voda : 190 ml

K tomuto se pFidd 3,2 g 2,5-dimethyl-2,5-dihydroperoxyhexanu rozou¥téného v 60 ml metha-
nolu,

Roztok II
3,3, 5,5 ~tetramethylbenzidin 0,56 g
dioktylsulfosukcindt sodny 1,0 g
fenenthridin 1,4 g

fenylsemikarbazid 0,06 g
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toluen 100 ml
methoxyethanol 10 ml1
petrolether 90 ml

Takto p¥ipraveny film poskytne s moc{ obsshujfc{ erythrocyty zelené zbarveni.
Pri{iklaed 3
Film pro ddkaz dusitand v mo&i se pfiprav{i ndsledujicim zpisobem:

Do nife uvedeného roztoku a) se pfidd 10 g celuldzy, roztok se odfiltruje o vysugi

v proudu vzduchu.

Roztok a)
3-hydroxy-1,2,3,4-tetra-hgdrobenzo;(h)-
chinolin . I 0,392 g
‘sulfanilamid 0,344 g
L-vinnd kyselina 5,00 g
methanol p. a. 200 ml

S takto impregnovanou celuldzou se pPipravi ndsledujfc{ hmota pro film:

impregnovend celuldza 10,00g
methylhydroxyorepylceluléza 0,09 g
disperze polyvinylpropiondtu

(50 % ve vodd) 58
10‘% roztok dioktylsulrasukcinttu

sodného v seetonu 3 ml
destilované voda 35 ml

Na polyesterovou folii se nanese vrstva silnd 400 m & vysu3{ se v proudu horkého -
vzduchu. Ve vod¥ nerqgzpustny film poskytuje s kapalinou obsahujici dusitany, nap¥iklaed
mod{ nebo primyslovymi odpadnimi kepalinami, Zervené zbarventi.

PFrLiklad 4

Pro ddkaz hemoglobinu v krvi gse pfipravi reagendni film z ndsledujfc{ sm¥si:

celuldza 20 g
disperze polyvinylprooindtu

(50 % ve vodd) . 15 g
dioktylsulfosukcindt sodny 0,3 g
0,5 mol PO,~pufr. oH = 7 75 ml

Smés se nanese na polyesterovou folii v tloudfce 200 m a vysu3{ horkym vzduchem.

Nechd-1i se z Fady zFfeddni krve s riznym obsahem hemoglobinu plsobit vidy 1 kepkou
} minutu na testujfci proufek, ziskaji se po utPeni kapek vatou odstupnovant zbarveni.
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Zm¥*i-1i se vzniklé zdbarveni tesiovanych prouZkl) na remisnim fotometru (PM Q3 Zeiss)
pPi 540 nm, pak se zlskd v zdvislosti na koncentraci hemoglobinu ndsledujic{ hodnoty:

-8 HB/1 % R

53 . 46,1
100 38,8
150 31,7
201 25,5

P¥{klied 5

Pro stencveni hrenic postupd byly ve sm¥si podle pPikladu 4 obm¥hovdny rozvolhovade
£1lmd a8 pojidla filmi. Z{skaly se filmy s ndsledujicfmi viastnostmi:

rozvolﬁovaé/podidlo £ilmu vlastnosti p¥i reakci s erythrocyty
£ilmu v kKrvi
Kremelina: polyvinylpropiondt

0,5 : 1 stabiln{ film, erythvocyty se vsakuji
pouze v ndkterych mistech

i : 1 stabilni film, stejnomdrnd reesisce celého
£ilmu

4 : 1 stejnomérnd reakce celého filmu, filmo-
vy materidl po utPen{ je Ji% Zdstednd
rozpudtdn

sédra: polyvinylpropiondt

3 : i stabiln{ film, nedostate®n¥ oropojend
vybapVeni
4 a% 10 2 1 stabilni f£ilm, stejnomérné intenzivni zbar-
veni{
20 : 1 film, ktery mife byt setien nizkym tlaken,

stejnomdrné zbarveni, kapky se chpomatogre-
fuji na okrajich,

PREDMET VINALEZU

1. Diagnosticlky prostfedek pro dikasz lédtek obsaZenych v kapalindch, napP{kled cholestero-
lu v séru, sestdévajici z filmu stélého v kapalindch, ktery je vyroben z vodné disperze filmo-
tvornfch organickfch plastickych hmot, jako napPikiad z polyvinylpropiondtu, vyznaleny tim,

%e obsshuje rozvolnovad filmu, napfikled celuldzu, v podob# nerozpustnych anorganickych nebo
orgenickyeh Sdstic o prim¥ru 0,5 af 50 sm, napr{kldd oxid titani¥itf nebo celuldzu, a reakin{
&inidla pro jejich dtkez, napPiklad cholesterol-oxiddzu, peroxiddzu a tetramethylbenzidin,

v mnoZstvi 0,1 af 15 % filmotvorné létky, pii¥emZ pomdr rozvolnovate filmu k filmotvorné

1dtce &inf 20 : 1 a% 0,5 35 1.

2, Diagnosticky prostfedek podle bodu !, vyznaleny tim, Ze film pro didkaz vysokomole-
¥uldérnich a korpuskuldrnich ldtek vykazuje pomér rozvolnovefe filmu k filmotvorné ldtce

1t :1 a2 20 : 1.
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3. Diagnostickf prostFedek pedle bodu 2, vyznafeny tim, Ze pomér rogvoliovale filmu
k filmotvorné ldtce je 2 : 1 aZ 5 : 1.

4. Dimgnosticky prostiedek podle bodu 1 a 2, vyznafeny tim, '¥e film pro dikaz létek
o molekulové hmotnosti do 100 000, zejména v rozsahu 50 a% 100 000, vykazuje pomdr roz-
volhovede filmu k filmotvorné létce 0,5 : 1 a% 2 : 1, :

5. Diagnosticky prostfedek podle bodu 1, vyznaleny tim, fe film stély ve vod® Je fi-
xovén na nosifi, nap*{klad na polykarbondtové £élii.

6. Zpisob vyroby disgnostického prostfedku podle bodu 1 a% 6, vyznaleng tim, Ze vodnd
disperze filmotvorné ldtky s rozvolﬁovg&em f£ilmu, Jako% i pop¥ipadé reakén{ Zinidla, napff-
klad cholesterol-oxiddzey ~peroxidéza e tetrametylbenzidin, e pomocné létky, nsp¥fkled
dioktylsukcindt, fosfétovy pufr s oxid titenidity, se smfchajf, sm¥s se vytvaruje ne pod-
loce do tveru filmu o tlouslce 50 ef soo,um s vodnd kapalins se odps¥f, na¥e% se vznikly
film pop¥ipad¥ impregnuje reek&nimi Zinidly, nepifklad tetrsmetylenhenzidinem, fenenthri-
dinem nebo kyselinou citronovou.

7. Zpisob podle bodu 6, vyznaieny tim, Ze se film uvolni od podlofky a upevni se na
nosi¥, napffklad na polykarbondtovou £3lii.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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