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mu stanoveni koncentrace alkoholu v biolo-
gickych tekutindch obsahujic{ alkoholde-
hydrogenasu, nikotinamidadenindinukleotid

a tlumié o pH 4,5 a% 10,5, ktery ddle obsa-
huje chromogenni systém urditého sloZeni se
ttytmi substituenty aZ osmi substituenty.
Jako stabilizédtor obsahuje pf{pravek mono-
sacharid nebo oligosacharid a/nebo piiro-
zenou nebo syntetickou polymernf ldtku.
Tento pripravek lze provést jako soupravu
tinidel, tabletovy nebo prouzkovy test

k detek01 alkoholu v dechu, slindch nebo
krevnim séru.
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Stanoveni relativn& nizkych koncentracit alkoholu v biologickych tekutindch, zejména
v krvi, patfi mezi velmi Sasté operace v biochemické.a zvldStd forenzni analyze,Tradiind
ge pro tento Udel uZivéd takzvand Widmarkova zkoudks, zaloZend ns vydestilovdni tdkavého al-

koholu z vySet¥ovaného vzorku do oxideini smdsi a stanoveni tibytku oxidainiho ¥inidls,ktery je
dm&rny mnoZstvi alkoholu (viz E.M, w1dmark Biochem.  Z. 131, 473-483/1922). I kdy? tato me-

toda je prozatim v Fad® zemi uzndvéna jako jedind platnd pro forenzn{ Gdely, byly v pré-
b&hu let vypracovany a zvedeny do praxe moderndj$i, jednoduZ3i a mnohdy i specifi&téjs{
postupy. Nejjednodu33{ a 2cela spolehlivé je napfiklad’stanoveni plynovd chromatografic-
ké, které bylo také v nékterych zemich ptipuitdno pro soudni analyzy. Vedle toho se viak
v posledn{ dob& stdle vice prosazu3jf metody enzymového stanoveni alkoholu, jejichZ ne-
spornd vyhoda tkvi v prvé Fadé& v jednoduchosti, citlivosti a znaéné specifiénosti. Tyto
metody jsou vesmés zaloZeny na oxidaci alkcholu za p¥itomnosti .enzymu alkoholdehydroge-~
nasy (E.C. 1.1.1.1.) za soudasné redukce koenzymu nikotinamidadenindinukleotidu (NAD) na
jeho redukovanou formu (NADH). PfirOstek NADH, Jdm&rny obsahuy alkoholu se p¥i tom stanovi
zméfenim charakteristické absorbapce pti.340 nam (viz. T. Buchner, H. Redetzki, Klin.
Wschr. 29, 615/1951). Tato metoda se také stala zdkladem nékterych promyslové vyrsba-
nych souprav pro stanoveni alkoholu v krvi. )

Vyznamného zvy3eni citlivosti uvedené enzymové metody bylo dosaZeno spiaZenim tvorby
NADH s jeho reoxidac{i pomoct p-nitrosodimathyldnilinu,'ktery se redukuje na produkt -
pravdépodobn& chinondiiminovy kation-, reagujfcf s fenoly nebo naftoly za vzniku inten-
zivn& zbarvenych indanilinovych barviv. Intenzita vzniklého zbarven{ je-potom mirou
alkoholu ve vySetfovaném materidlu (viz. J. Kovéf, a kol. Anal. Biochem. 137. 74-79/1984).

Tato modifikace enzymového stanoven{ je oproti dfive vyvinutym postupim vyhodné&js{
tim, %e k jejimu provedeni Je zapotieb{ podstatnd mén& drahych prepardtd, jako je enzym
alkoholdehydrogenasa a NAD. Jej{ nevyhodou je v3ak opdt skutednost, %e pti aplikaci na
stanoveni alkoholu v biologickych kapalinéch a materidlech, jako je napitiklad krev, Jje
nutné tyto materidly derpoteinevat, coZ ov3em cely postup zna&n&fkomplikuje a prodluZu-
je. '

Tento problém fedf predloieny vyndlez. Jeho podstata spodivd v tom, Ze pfipravek
dédle obsahuje chromogenni systém sestdvajici ze substituovaného p-nitrosoanilinu jako
napfiklad p-nitroso-N-alkyl- nebo p-nitrosa-N,N-dialkylanilin v n&mZ alkyl mbZe obsaho-~
vat 1 a% 4 atomy uhlikd nebo p-nitroso-N-aryl- nebo nitroso-N,N-diarylanilin, ve kterém

aryl znamend fenyl nebo tolyl a pasivni kopuladni komponenty,napiiklad substituovany
1-naftol obecného vzorce I,

OH

R,

ve kterém R je vodik nebo halogen nebo sulfoskupina nebo alkoxyl o po&tu uhlikd 1 aZ 12
nebo poptipadé dédle substituovand tenoxyskupina a R2 je karboxyl nebo skupina -CONRBRA,
ve které substituenty R3a Rajsou stejné nebo rozddlné atomy nebo skupiny jako vodik,
alkyl o po&tu atomd uhlfku 1 aZ 18 nebo karboxyalkyl o pottu uhliku 1 aZ 5 nebo substi-
tuovany S-pyrazolon obecného vzorce II
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II.

ve kterém R5 je vodik nebo alkyl o po&tu uhlfku 1 aZ 4 nebo oxoskupina a substituenty

R6 a2 R8 pfedstavujf{ nezdvisle na sob& vodfk nebo halogen nebo sulfoskupinu a ktery déle
obsahuje tlumi& o pH 4,5 aZ 10,5 a jako stabilizdtor mono- nebo oligosacharid, jakc na-
priklad glukosu, fruktosu, rhamnosu nebo sacharosu a/nebo prirozeneu nebe syntetickou
polymerni 1dtku jako napifiklad Zelatinu, albumin, $Krob, karboxymethylcelulosu, methyl-
hydroxy-propylcelulosu, polyvinylpyrrolidon nebo polyvinylalkohol.

P¥ipravek pro stanoveni{ alkoholu podle tohoto vyndlezu mdZe byt proveden bud ve for-
m& soupravy &inidel, sloutici k spektrofotometrickému urfeni koncentrace alkoholu v roz-
toku podle absorbance vzniklého chinoniminového barviva, nebo miZe byt koncipovdn jako
tabletovy nebo prouZkovy test, to je v provedeni, ve kterém v3echnha &inidla potfebn4
k prib&hu barevné analytické reakce jsou v prostfedku obsaZena v pevné fézi, popfipadé
zakotvena na vhodném nasdkavém nosiéi. Stanoveni alkoholu pomoci takovychto p¥ipravka
se potom provede velmi jednodue tak, Ze se kapka napfiklad krevniho séra nebo slin na-
nese na prouZiek nebo tabletu a po urZité dob& se vzniklé zbarveni. porovnd se zkusmo zho-
tovenou barevnou stupnici, jejfZ jednotlivd barevnd pole odpovidajfl ur&itym koncentracim
alkoholu. Dal¥im moZnym zplsobem aplikace tohoto vyndlezu mdZe byt detek&ni trubidka ke
stanoveni obsahu par alkoholu v dechu. Reak&ni soustava je v tomto p#ipadd nanesena na
vhodny nosi&, kterym je naplné&na sklenand trubitka. Po prichodu vydechnutého vzduchu
dojde k barevné zm&n& ndplnd trubiZky. Tato zména se vyhodnotf porovninim se zkusmo zho-
tovenou barevnou stupnicf. '

Tyto rdzné moZnosti provedenf p#ipravku k enzymovému stanoveni koncentrace alkoho-
lu podle vyndlezu ilustrujf bliZe nésledujici p¥iklady.

P¥fklad 1

Souprava #inidel pro spektrofotometrické stanoven{ alkoholu :

Cinidlo &. 1

Aikdhbldehydrogenasa (z konskych jater) 2,0, ,ukat
Nikotinamidadenindinukleotid (NAD) : . 50,0 mg
_Polyvinylaikohol 500,0 mg
Pyrofosfétovy tlumi& o pH 8,5, .0,1 M roztok : 50,0 ml

tinidlo &. 2

p-Nitroso-N-fenylanilin - ‘ . 25 mg
1-(4-sulfofenyl)-3-methyl-5-pyrazolon 14,0 mg
Pyrofosfédtovy tlumi& o pH 8,5, 0,1 M roztek 50,0 ml
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P¥i stanoven{ alkcholu se smich4d 0,5 ml. &inidla &. 1 a 0,5 ml &inidla &. 2, pfidéd se

5,0 /ul vySetfovaného séra a po 5 minutdch se zm&f{ absorbance pti vlnové délce 530 nm
proti slepému pokusu, ke kterému mIsto vzorku séra bylo pfidéno 5,0 /ul vody. Podle z3jis-
téné absorbance se obsah alkoholu v séru odvodi napifiklad pomoci zkusmo zhotovené kalib-
radni k¥ivky. Touto metodou lze stanovit'létkuvé mno%stvi alkoholu v rozmezi 0,01 az

0,1 /umolu s 5% plesnosti. PFi vy33{ koncentraci je nutno analyzovany vzorek fedit.

Ptiklad 2

Diagnostickd prouZky ke stanovenf alkoholu ve slinéch

Impregnadni roztok I

Alkoholdeydrogenasa (z konskych jater) - 200 jukat
Nikotinamidadenosindinukleotid (NAD) ! . 0,40 9
Zelatina : ’ : . 5,0 g
Polyvinylpyrolidon K-90 3,0 g
Polyvinylalkohol . 5,0 g
Albumin (hovézi) . A " 5,009
Sacharosa o ’ 10,0 g
Pyrofostatovy tlumit pH 8,5, 0,1 M ) 1 000,0 ml

Impregnaéni roztok II
N=Methyl=N=karboxymethylamid kyseliny

-}=hydroxy-2-naftooové . 1,09
p-Nitroso-N,N-dimethylanilin . ' 2,0 g
Toluen 1 000,0 ml

Impregna&n{ roztoky se piipravi postupnym rozpuuétén!m jednotlivych komponent v uvedeném
potadf{. Na filtra&ni papir o plosné hmotnosti 180 g/m se potom nanese impregna&ni roztok
&. I do nasycen{ papiru a papir se vysu3{ proudem vzduchu zahtdtého na 40° C, nebo ve va-
kuavé susérné neba lyofilizaci.'Potum se na tento papir nanese obdobnym zpdsobem impreg-
naéni roztok II a op&t se papir vysus{. Taktq naimpfegnovany papi{r se potom rozieZe na
&tveredky 6 x 6 mm, které se nalepi nap¥iklad pomoci oboustranné samolepici pédsky na je-
den konec podloZky z bilé plastické hmoty o rozmdrech 6 x 80 mm. Takto se ziskaji testad-
ni prouzka nesoucf na svém konci indikad&ni{ zénu, kterd se po namodeni do kapaliny obsahu-
jfci alkohol, jako jsou napiffklad sliny nebo sérum barv{ zelen& aZ modie, ptidemZ odstin
a intenzita tohoto zbarven{ jsou pfimo Umérné koncentraci alkoholu ve vysSetfovand kapali-
né. Tato koncentrace se ur&f porovnénim vzniklého zbarveni se zkusmo zhotoveriou ba~
revnou stupnicf, jejfi% jednotlivéd barevnd pole odpovidajf ur&itym koncentracim alkoholu.
Touto -metodou lze rychle, bez pfistrojovych ndrokd stanovit kencentraci 0,1 a2 1,0 promile
alkoholu's presnost{ 0,2 promile ve zkoumaném vzorku. Finanéni nédklady na jedno stanove-
ni jsou niiéi, neZz u jlnych pfipravkﬁ prigem? citlivost jinych p#ipravkds je a% od 0,5 a%
0,6 promile a stanovenf rusf napf{klad cigaretovy kouf.

Pt{klad 3

Deteké&ni tablety ke stanoveni alkoholu
Tabletovaci smés &. I

Alkoholdehydragenasa (z konskych jater) - : 37,0 jukat
Nikotinamidadenindinukleoid 1,09
Sacharosa 1,09
Skrob bramborovy : 7,5 9

Talek 1,0 g
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Pyrofosfdtovy tlumi& o pH 8,5, 0,2 M roztok ’ 10,0 ml

Tabletovac{ smés &. II

p-Nitroso-N,N-dimethylanilin : 22,0 mg
N-Oktadecylamid kyseliny l-hydroxy-4-sulfo-2-naftoové 20,0 mg
Talek 1,0 g
Skrob bramborovy - ’ . ) 9,0 g

Tabletovaci smés &. I se pfipravi tak, Ze se v pyrofosfdtovém tlumi&i rozpusti alkohol-
dehydrogenasa, nikotinamidadenindinukleetid a sacharosa a roztokem se stejnom&rné& zkro-
pi{ zhomogenizovand navédZka Skrobu a talku. Vznikl4 pastovitd hmota se potom dokonale
zhomogenizuje a potom se v tenké vrstvé dokonale vysu3{ ve vakuu pfi teploté do 30° c.

Tabletovacf smés &. II se pfipravi smIchénim a dtkladnou homogenizaci v3ech ti{ komponent,
ptedem jemn& pomletych. Obé tabletovac{ smési se potom smichaj{ a dokonale zhomogenizu-
ji a vznikl4 smés se ihned ztabletuje na tablety o hmotnosti 100 aZ 200 mg.

Stanoveni alkoholu pomoci té&chto tablet se provddf tak, Ze se vySetfovany vzorek, jako
sliny nebo sérum nanese v mnoZstvi 50 ,ul na povrch tablety a po 3 minutdch se vizudlng
vyhodnot{ vzniklé zelené aZ modré zbarveni tablety §tovidrifm seé ZKusmo zhotovenou barev-
nou srovndvaci stupnici.

Touto metodou lze rychle bez pfistrojovych ndrokt stanovit koncentraci alkecholu v rozsa-
hu 0,1 a% 1,0 promile s pfesnost{ 0,25 promile ve zkoumaném vzorku.

Ptiklad 4
Detek&ni trubilka ke stanoveni alkoholu v dechu
Impregna&ni roztok I

Alkoholdehydrogenasa (z konskych jater) .200 Jukat
Nikotinamideadenindinukleotid . 0,40 g
Polyvinylpyrolidon K 90 0,19
Polyvinylalkohol ’ 1,0 g
Albumin hovéz{ 0,19

Pyrofosfédtovy tlumi& pH 8,5, 0,1 M . 1 000,0 ml

Impregna&ni roztok II

N-Methyl-N-karboxymethylamid kyseliny l-hydroxy-2-naftoové 1,09
p-Nitroso-N,N-dimethylanilin 2,0 g
Toluen . 1 000,0 ml

Impregnaéni roztoky se pfipravi postupnym rozpou3té&nim jednotlivych komponent v uvede-
ném pofadi. ‘ '

Na  nosi& Chromaton N zrn&ni 0,40 aZ 0,63 mm se roynomérné nanese impregnaéni roztok I,
gim% se zIisK4 hustd kaZovits hmota. Po dikladné homogen15a01 se tato hmota v tenké
vrstveé vysuéi ve vakuu pfi teploté do 30° ¢

Po ususeni se produkt rozm&ln{ na vychozf zrnéni a stejnym zphsobem jako impregnadni
roztok I se.nanese a vysus{ na tomto produktu i impregnaéni roztok II.

Takto ptipravenou sypkou hmotou plnime sklenéné trubidky, na jednom konci zatavené,

o vnitfnim praméru 5 mm sloupcem hmoty v délce 30 mm. Polohu sloupce v trubidce fi-
xujeme poréznimi vlofkami a potom se trubifka ve vzdélenosti 50 mm od okraje sloupce
hmoty zatavi. Takto se zfskd detek&n{ trubi&ka v délce asi 10 cm.

Detekce alkoholu v dechu se provddf po odlomeni obou koncl detek&nf trubi&ky profouk-
nutim zndmého objemu vydechu obsahujicfho pédry alkoholu. -Tim dojde ke zmé&né& zbarven{
ndplng trubi&ky z intenzivn& Zluté barvy p¥es zelenou aZ na syté& modé zbarveni, po-
dle koncentrace par alkoholu v dechu. Vyhodnoceni koncentrace alkcholu se provede po-
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rovnidnim dosaZeného zbarveni se zkusmo zhotovenou stupnici barevnych poligek.

Touto metodou lze rychle bez ndrokd na méficl pfistroje detekovat alkohol v dechu, ptidemZ
lze stanovit jiZ koncentraci odpovidajici 0,1 promiIe alkoholu v krvi vysetfovaného. Tuto
citlivost a rozsah detekce lze korigovat zm&nami v prdm&ru trubidky, délkou sloupce néplné&
a zrnitosti nosite. ‘ '

PREDMET VYNALEZU

1. Pfipravek-k enzymovému-stanoveni koncentrace alkoholu v biologickych tekutindch, obsa-
hujic{ alkoholdehydrogenasu, nikotinamidadenindinukleotid a tlumi% o pH 4,5 aZ 10,5, vy-
znadujfcf se tim, Ze obsahuje ddle chromogenn{ systém, sestdvajici ze substituovaného
p-nitrosocanilinu jako nap¥iklad p~nitroso-N-alkyl- nebo p-nitroso-N,N-dialkylanilin, ve
kterém alkyl mGZe obsahovat 1 aZ 4 atomy uhliku nebo p-nitroso-N-aryl - nebo p-nitroso-
-N,N-diarylanilin, ve kterém aryl znamené'fenyl nebo tolyl a pasivni kopula&n{ komponen-
ty, naptfklad substituovany l-naftol obecného vzorce I

R1 I

ve kterém R je vadik nebo halogen nebo sulfoskupina neboe alkoxyl o po&tu uhlikd 1 a% 12
nebo popfipadé délé substituovand fenoxyskupina a R2 Je karboxyl nebo skupina - CONR3R4,
ve které substituenty R3 a RA jsou stejné nebo rozdilné atomy nebo skupiny jake vodik,
alkyl o podtu atomd uhliku 1 a% 18 nebo karboxyalkyl o po&tu atomd uhlfku 1 aZ 5 nebo
substituovany 5-pyrazolon obecného vzorce II

II

ve kterém R ‘Je vodik nebo alkyl o po&tu atomd uhlfku 1 32 4 nebo oxoskupina a substituen-
_ty R6 at RB ptedstavuji nezdvisle na sobd& vodik nebo halogen nebo sulfoskupinu.

2. Pprravek podle bodu 1, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje jako stabilizdtor monosacharid
nebo oligosachdrid, jako nap¥iklad glukosu, iruktosu, rhamnosu nebo sacharosu a/nebo pti-
rozenou nebo syntetickou polymerni ldtku, jako nap¥iklad Zelatinu, albumin, 3krob, dex-
tran, karboxymethylcelulosu, methyl—hydroiypropylceluIosu, polyvinylpyrolidon nebo poly-
vinylalkohol. .




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

