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Przedmiotem wymnalazku jest sposéb wykrywa-
nia inhibitor6w enzyméw z grupy cholinoesteraz
na podlozach chlonnych za pomoca reakcji enzy-
matycznej.

Inhibitory enzym6éw z grupy cholinoesteraz sta-
nowig glowny skladnik czynny na przyklad wielu
Srodkéw ochrony roslin zwlaszcza fosforoorganicz-
nych i takze innych jak chloroorganicznych, kar-
baminowych. Zwigzki te charakteryzujg sie wyso-
ka toksycznos$ciag spowodowang inhibicyjnym ‘w
stosunku do cholinoesteraz dzialaniem skladnika
czynnego. W zwigzku z powszechnym i masowym
stosowaniem pestycydow wynika konieczno$§é szy-
bkiej detekcji inhibitor6w enzyméw z grupy cho-
linoesteraz zaré6wno w miejscu ich stosowania jak
i w-wodach, Sciekach oraz na stanowiskach pra-
cy w zakladach produkujgcych te $rodki. ]

W dotychczas znanych sposobach wykrywania
inhibitor6w enzyméw z grupy cholinoesteraz z
wykorzystaniem reakcji enzymatycznej stosuje sie
prerparafy enzymatyczne w postaci homogeniza-
téow z tkanek zwierzecych bogatych w cholino-
esterazy np. moézg, watroba, krew i jej skladniki.
Preparaty takie jako nietrwale, niepowtarzalne
pod wzgledem skitadu, klopotliwe w otrzymywa-
niu stanowig powazne ograniczenie zastosowania
ich w metodach enzymatycznych, a stajg sie bar-
dzo klopotliwe w przypadku koniecznosci natych-
miastowego przeprowadzenia analizy. Jako drugi
odczynnik w reakcji enzymatycznej
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ester ulegajacy hydrolizie pod wplywem enzymu.

Poniewaz podstawa wizualizacji substancji na
podiozu chionnym jest wystepo'wanie/ barwy lub
fluorescencji wiec w enzymatycznej metodzie de-
tekcji substancjg chromwo- lub luminogenna musi
byé ester badZz jeden z produktéw jego hydrolizy.
Warunek ten. ograniczat dotychczas stosowanie
estréw specyficznych dla cholinoesteraz i jej po-
cHtdnych — estréw choliny. W znanej metodzie
z. uzyciem substratéw cholinowych otrzymuje sie
badz detekcje ,negatywowa” badz ,,pozytywows”,
ale w celu uzyskania ,pozytywowej” uzywa sig
wskazniki acydymetryczne, wykrywa wydzielony
w reakcji kwas, co z powodu mozliwosci przy-
padkowego wystepowania zwiazkéw o charakte-
rze kwasnym lub zasadowym moze powodowaé
btedy w oznaczeniu.

Powszechnie stosowanymi substratami niecho-
linowymi sa estry naftoli, azonaftoli i pochod-
nych indolu. Stosowanie substratéw niespecyficz-
nych powoduje nie tylko obnizenie czulosci i wy-
dluzenie czasu reakcji, ale takze powstawanie
nieczytelnych ,negatywowych” obrazéw. ‘

Celem rozwigzania wedlug wynalazku jest zna-
lezienie sposobu, ktéry by zapewnil przeprowad:ze-
nie analizy szybko z uzyskaniem jednoznacznego
wyniku badania z kontrastowym ypozytywowym”

‘obrazem takie w prymitywnych warunkach polo-

wych. Wedlug wynalazku sposéb polega na tym,

- zé stosuje si¢ preparaty enzymatyczne zawierajgce
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cholinoesterazy szczegblnie preparaty fabryczne,
tioestry a zwlaszcza estry tiocholiny i substancje
barwne dajace w reatkc]l z tiolem bezbarwne
produkty.

Wskutek hydrolizy tioestru powstaje tloalkohol
Grupy — SH tioalkoholu reaguja z substancjg
barwng w wyniku czego substancja barwna prze-
ksztalca si¢ w produkt bezbarwny. Spos6b detek-
cji jest czuly, szybki i uzyskuje sie ,pozytywo-
wy” obraz z wyrazng kontrastowg zmiang barwy;
na bialym tle powierzchni podloza wytworzonym
wskutek przereagowania substancji barwnej z tio-
alkoholem pozostaja barwne plamy stanowigce
miejsea inhibitor6w cholinoesteraz.

Jako Zrédlo cholinoesteraz stosuje si¢ szczeg6l-
nie preparaty fabryczne produkowane wedlug us-
talony¢h przepisbw otrzymywania i testowania
trwale w czasie o znanej aktywnoéci i pozbawio-
ne balastu biatkowego. ‘

Jako podloze chlonne ‘mozina- stosowaé réine
materialy na przyklad plytki do chromatografii
cienkowarstwowej, bibule, wléknim:, taSmy tek-
stylne.

Jednym z warunkéw praw1dlowego przebiegu
reakcji- enzymatycznej jest okre$lone pH $rodo-
wiska. Poniewaz stosowane w sposobie wedlug
wynalazku podloza. majg bardzo zr6znicowany
odczyn, w zwigzku z tym do przeprowadzenia re-
akcji uzywa sie odczynniki w postaci odpowied-
nich roztworé6w na przyklad wodnych lub bufo-
rowych.

Sposéb wedlug wynalazku mozna stosowaé do
kolorymetrycznych oznaczefi inhibitor6w w roz-
tworach, z tym, ze pomiar jest klopotliwy, ponie-
wa7 kolorymetrowanie przebiega nie wyprost.

Jako tioestry stosuje sie na przyklad chlorki,
bromki i jodki acetylo-propionylo-, butyrylo-,
benzoilo-, tiocholiny i jej alkilo pochodnych.

Jako substancje barwne stosuge 51e na przyklad
zwigzki o wzorze:

(R)y N-C{H,-C(R,) (OH)-CeH(-N(Ry), w ktérym R
oznacza alkil, a R, oznacza wodér Jub alkil

Spos6éb detekcn wedlug wynalazku wykonu;e
sic w ten spos6b, e podloze spryskuje sie wod-
nym lub buforowym roztworem preparatu choli-
noesterazy o okreSlonej aktywnosci. Nastgpnie
spryskuje si¢ roztworem wodnym lub buforowym
estru tiocholiny i substancji barwnej. Wkrétce
ukazujg sie na bialym tle powierzchni podoza
barwne plamy inhibitoréw cholinoesteraz.

Spos6b wedlug wynalazku ilustrujg przyklady
wykonania. '

Przyklad I Rozwiniety i wysuszony chro-
matogram na plytce gotowej (Art. 5553 f-my
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Merck) spryskuje sie roztworem' cholinoesterazy
z surowicy krwi konskiej -(prod. Biowet Pulawy)
w btuforze boranowym o pH 85 ktérego aktyw-

_no$é wynosi 20_j, a/cm3. Nastepnie chromatogram

spryskuje sie roztworem wodnym zawierajacym
0,5 g jodku butyrylotiocholiny i 0,012 g 4,4’ dwu-
metyloaminodwufenylokarbinolu -w 100 ml roz-
tworu. Po niedlugim czasie ukazuja si¢ na bialym
tle niebieskie plamy inhibitoré6w cholinoesteraz.

Przyzkljcid II. Plytka chromatograficzna f-my
Merck (Art. 5737); preparat fabryczny cholinoes-
terazy 10 j. a/cm* w buforze boranowym pH 9;
substrat 50 mg chlorku acetylotiocholiny i
2 mg 44-bis-dwuetyloaminodwufenylokarbinolu
w 25 cm® H;0. Wystepuja kantrastowe barwne
plamy inhibitoréw cholinoesteraz.

Przyktad III. Plytka chromatograficzna f-my
Merck (Art. 5551); enzym — 15 j. a/cm® w bufo-
rze octanowym pH 4,2; substrat — 150 mg jodku
butyrylotiocholiny i 40 mg 4,4’-bis-dwumetyloami-
nodwufenylokarbinolu w 25 c¢cm?® buforu octanowe-
go o pH 4,2 wystegpuja kontrastowe plamy.

‘Przyklad 1IV. Podloze celuloza myikro-
krystaliczna; enzym — 10 j. a/cm3 w H;O; sub-
strat 70 mg jodku butyrylotiocholiny i
3 mg 4,4'-bis-dwumetyloaminodwufenylokarbinolu
w 25 cm® H,O. Wystgpujg barwne plamy.

Przyktad V. Podloze — bibula zaw1erajaca
30% silikazelu; enzym 5 j. a/em® w HjO; substrat
— 50 mg jodku acetylotiocholiny i 2 mg 4,4'-bis-
-dwuetyloaminodwufenylokarbinolu w 25 cm® H,O.
Wystepujq barwne plamy.

Przyktltad VI. Podloze — tlenek glinu; en-
zym — 20 j. a/cm?® w HyO; substrat — 100 mg
jodku butyrylotiocholiny i 4 mg 4,4-bis-dwumety-
loaminodwufenylokarbinolu w 25 cm® H . 5 mi-
nut po spryskaniu roztworem substratu wklada
sie plytke na pare minut w pary kwasu octo-
wego. Wystepuja barwne plamy.

Zastrzezenie patentowe

Sposéb wykrywania inhibitoréw enzyméw z
grupy cholinoesteraz na podlozach chlonnych za
pomocy reakcji enzymatycznej polegajacej na
traktowaniu podioza chlonnego preparatem enzy-

matycznym powodujgcym hydrolize estréw, sub-

stratem bedacym estrem i wskaZnikiem stopnia hy-
drolizy substratu, snamienny tym, ze stosuje  sie
preparaty enzymatyczne zawierajace cholinoeste-
razy tioestry, zwlaszcza estry tiocholiny i substan-
cje barwne dajgce w reakcji z powstajacym tio-
lem) bezbarwne produkty. -
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