cs 269 877 Bl

CESKA A SLOVENSKA

POPIS VYNALEZU

FEDERATIVNI 2 6 9 8 7 7
REPUBLIKA T "‘
(19) K E | A

AUTORSKEMU OSVEDCENI :

‘ — (13) =1

. (21) pv 4695 - 87. M (51) Int. CL*®
(22) Prihl4seno . 24 06 87 6 01 N"33/22

FEDERALNI URAD (40) Zveiejnéno 13 10 89
PRO VYNALEZY (45) Vydéno . 18 02 91
(75) Autor vynélezu CHROMY VRATISLAV ing. CSc.,

FISCHER JIRI RNDr,, BRNO

(54)

(57) Vodny kalibracni roztok pro stanoven{

. Vodny kalibraé&ni roztbk pro stanoven{ cholesterolu.

cholesterolu sestdvéd z roztoku obsahujfci- . i
he v 1 000 ml 0,387 g aZ 3,867 g choleste- ‘ !
rolu, 120 a2 250 g s vodou misitelného orga-
nického rozpustédla o celkovém podtu 2 aZ 3-

atomt uhliku, 50 aZ 150 g nonylfenolpolyet--
hylenglykoletheru o celkovém po&tu 4 aZ 12 .
ethylenglykolovych skupin a 0,01 g a2 0,3 g
propyl-3,4,5-trihydroxybenzodtu. Vodny ka-
libra&ni roztok cholesterolu obsahuje 14t- '

ky, které svym synergickym d&inkem umoZnujf-
solubilizaci cholesterolu, stabilizaci ve

vodném mediu a ochranu pfed spontdnn{ oxi-

dac{ a bakteridlnf kontaminacf.
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Pfedmé&t vyndlezu je vhodny kalibra&ni roztok pro stanoveni cholesterolu.

Stanoveni obsahu cholesteroly v séru je jednou ze zdkladnich analytickych metod, po-~
uzivanych v klinické chemii, protnZe jeho zvy$eny obsah souvisejici s poruchami metabo-
lismu lipidd je povaZovén za rizikovy faktor pro kardiovaskuldrni onemocneni.

Cholesterol je v biologickych kapalindch pritomen bud volny, nebo ve formé esterd.
P¥i jeho stanovenf se analysuje nej&astéji jeho celkovy obsah. Stanoven{ esterd choles-
terolu nebo jeho dalsich forem vézanych na lipoproteiny rGzné hustoty je obvykle pro-
vddéno jako doplnkové, specializované vySet¥enf, pokud je celkovy cholesterol vyraznéji
zvysen,

Z tady rtznych metod stanoven{ cholesterolu v séru jsou v posledni dobé& uZivédny
zejména dvé. Chemické stanoveni v bezvodém prostfedi vytvéaieném kyselinou sirovou,
bctovou a jejim anhydridem, nebo chloroformem nebo dichlorethanem, nebo dalsimi nevod-
nymi systémy, ur&uje celkovy obsah cholesterolu. P¥{tomnost agresivnich chemikdlif ty-
to metody pfedem vyluduje z pouZitf{ v automatizovanych systémech analys pomoci automa-
tickych analyzdtord rdznych typQ. Enzymové stanoven{ vyuZiivd nejfastéji dva zdkladn{

a pro cholesterol specifické enzymy, cholesterol esterasu katalysujic{ hydrolysu este-

rd cholesterolu a cholesterol oxidasu katalysujf{ci oxidaci volného cholesterolu na
cholestanon a peroxid vodiku. Témito reak&nimi sekvencemi vznikly peroxid vodiku, ktery

je Jdm&rny obsahu celkového cholesterolu ve vzorku, se vyuZivd k fotometrickému stanove-

n{ po p¥imé oxidaci vhodnych chromogend nebo lekobdzf nebo k oxida&ni kopulaci, Ob& reakce
jsou katalysovédny enzymem peroxidasou.

Pro v3echny metody stanoveni cholesterolu v séru jsou nezbytné kalibra&ni roztoky
se zndmym mnoZstvim cholesterolu p#ipravend jeho rozpbuéténim ve vhodném médiu. Choles-
terol a vétsina jeho esterd 5sou 14tky ve vods prakticky nerozpustné. Proto byly pro
chemické metody uZivédny kalibraénf.rpztoky cholesterolu v nevhodnych rozpou$té&dlech ja-
ko jsou nap¥fklad kyselina octovd, chloroform a etanol, které se ale svym chovdnim znac&-~
né 1i%{ od biologickych kapalin. Rozdflnd viskozita zpisobuje zm&ny objemd pfi pipeto-
véni. Pro enzymové metody stanoveni cholesterolu-jsou nevodné kalibra&ni roztoky zce-
la nevhodnd, protoZe zpGsobuji inaktivaci nebo dokonce denaturaci enzymi.

Z uvedenych divodt byly &in¥ny pokusy pitipravit ve vod® lépe rozpustné derivdty
cholesterolu a byly popsédny kalibra&ni{ roztoky zaloZené na cholesterolhemiadipdtu nebo
hemisukcindtu. Ani jejich rozpustnost ve vod& nen{ dostatetnd a ke zlepZen{ solubili-
zace se priddvd polyethylenglykol nebo n&které neionogenni tensidy. Tyto vodné roztoky
lze sice uzit pro kalibraci pro chemické metody analysy cﬁolesterolu, ale jsou nevhod-
né pro enzymové metody, profoie enzymové 3tdpen{ hemiesterd cholesterolu neprobihs bud
vibec, nebo s jinym vytdikem, ne? v biologickych kapalindch obsahujfcich jiné formy
estert cholesterolu. vodny roztok cholesterolu vhodny pro oba uvedené typy analytickych
metod lze ptipravit napfiklad pfimym rozpoudt&nim cholesterclu v desoxycholdtu sodném,
ktery je fyziologickym emulgdtorem. P¥{prava vodného roztoku cholesterolu ale vyZaduje
a? asi 15..hmot. procent desoxycholdtu sodného a je proto zna&n& nédkladnd. Spole&nou
nevyhodou v3ech vodnych roztok( cholesterolu je:nebezpeXf jeho oxidace a s tim spojené
chyby. pfi analyse biologickych kapalin, vyvolané ufitim nestdlych kalibra&nich roztoku.
Nebezpeé&{ oxidace cholesterolu v jeho vodnych roztocich se jeStd déle zvySuje pokud
Jjsou ke zlépéani rozpustnosti uZivdny tenzidy, které tém&i vidy obsahuji jako nedis-
toty organické peroxidy. Organické peroxidy, a obecné& v¥echny ldtky oxida&nfho charak-
teru, interferuji bfi enzymovém stanoven{ cholesterolu, které je zaloXeno na peroxidu
vodiku, vznikajicim jeho enzymovou pieménou. Pf{tomnost peroxidt v kalibra&nim roztoku
zvy3uje jeho absorbanci, a tim souZasné zddnlivé sniZuje obsah cholesterolu v biolo-
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gickém vzorku. Je tedy Z24doucf pfipravit stabilnf{ vodny kalibra&nf{ roztok cholesterolu
jednoduchym postupem z levnych a dostupnych surovin, ktery by byl pouzitelny jak pro che-
mické, tak i pro enzymové metody a nem&l by uvedené nevyhody.

K odstranén{ uvedenych nedostatkd smé&fuje vodny kalibraé&ni roztok pro stanovent
cholesterolu. Jeho pédstata spo&ivd v tom, Ze obsahuje v 1 000 ml roztoku 0,387 g a2
3,867 g cholesferolu; 120 aZ 250 g s vodou misitelného organického rozpou$tédla o cel-
kovém podtu 2 a? 3 atomd uhliku, naptiklad ethanolu, l~-propanolu, 2-propanclu nebo aceto-
nu, 50 aZ 150 g nonylfenolpolyethylenglykoletheru o celkovém poétu 4 a% 12 ethylenglyko-
lovych skupin a 0,01 g a¢ 0,3 g propyl-3,4,5-trihydroxybenzodtu.

Vodny kalibraéni roztok pro stanoven{ cholesterolu podle vyndlezu se svym sloZe-
nim bl{Z{ chovdn{ vodného roztoku a, jak bylo ovéfeno, je vhodny jak pro kalibraci che-
mickych metod stanovenf cholesterolu, tak i pro enzymové analytické postupy.

Vodny kalibra&nf roztock cholesterolu podle vynsdlezu obsahuje létky, které svym
synergickym d&inkem umo2nuj{ jeho solubilizaci, stabilizaci ve vodném médiu a chréni
jej 'soudasnd pred spontdnnf oxidacf a bakteridlnf kontaminacf.

P¥{itomnost specifického typu a mnoZstvi organického s vodou misitelnédho rozpoustdd-
la zachovévé pfevéZné vodny charakter roztoku, usnadnuje pfimé rozpousténi cholesterolu
a v hotovém kalibra&nim roztoku plsobf souZasn& jako konzerva&ni prostifedek proti bakte-
ridlnf kontaminaci. Tim jsou souZasn& eliminovdny 3jiné typy jinak nezbytnych konzervag-
nich pt¥isad, které v naprostéd v&t3in& nejsou kompatibilnf s enzymovymi systémy uZivany-
mi pro analysu cholesterolu. Neionogenni tenzid plsobf jako emulgdtor a udriuje choles-
terol v roztoku i pfi sni{Zené teplot&. Propyl-3,4,5-trihydroxybenzodt pisobi jako speci-
ficky antioxidaén{ proétfedek. Jeho specificky d&inek spo&ivd zejména v tom, Ze na roz-
dil od ostatnich b&Znych antioxidancif zaloZenych na pouZit{ létek s reduk&nimi G&inky,
které interferujf p¥i vlastnim enzymovém stanoveni cholesterolu, tyto vlastnosti v uve-
deném koncentraZnim rozmez{i nem4. Vodny kalibra&ni roztok pro stanoven{ cholesterolu
1ze ptipravit jednoducﬁym postupem z levnych a dostupnych surovin. K osvé&tleni postupu
ptipravy jsou uvedeny ndsledujici pi¥iklady.

PE{klad 1

V odm&rné bance na 1 000 ml se ve 120 g gthanolu rozpust{ za zvy3ené teploty 0,386 g
cholesterolu s 50 g nonylfenolpolyethylenglykoletheru, pfidé se 0,011 g propyl-3,4,5-

. -trihydroxybenzodtu a po-rozpudtén{ w3ech sloZek a vychlazeni na 20° ¢ se doplni desti-
lovanou vodou po znadku. - o .

Ptiklad 2

V odimérné bance na 1 000 ml se rozpustf 2,708 g cholesterolu ve sm&si 200 g 2-propanolu
a'120- g nenylfenolpolyethylenglykoetheru a 0,050 g propyl-3,4,5-trihydroxybenzoédtu. Za
michan{ se doplni destilovanou vodou do 1 000 ml..
PEfklad 3

V odm&rné bahce na 1 000 ml se ve 250 g acetonu rozpust{ 3,860 g cholesterolu, pitidd se
150 g nonylfenolpolyethylenglykoletheru a 0,200 g propyl-3,4,5-trihydroxybenzoédtu. Do-
plni se vodou na 1 000 ml. .
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PREDMET VYNALEZU

Vodny kalibra&n{ roztok pro stanoveni cholesterolu, vyznatujic{ se tim, Ze v 1 000 ml
roztoku obsahuje 0,387 g a%z 3,867 g cholesterolu, 120 aZ 250 g s vodou misitelného orga-
nickéha rozpoustédla o celkovém podtu 2 a% 3 atomd uhliku, napffklad ethanolu, l-propano:
lu, 2-propanolu nebo acetonu, 50 aZ 150 g nonylfenolpolyethylenglykeletheru o celkovém
pottu 4 aZz 12 ethylenglykolovych skupin a 0,01 g a%# 0,3 g propyl-3,4,5-trihydroxybenzoéd-
tu. :

%)



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

