CZ 32361 U1

UZITNY VZOR

(21) Cislo prihlasky: 2018-35268
19 (22) Piihlaseno: 20.08.2018
E}EE’SQLIKA (47) Zapsano: 26.11.2018

(11) Cislo dokumentu:

32 361

(13) Druh dokumentu: Ul

(51) Int. Cl.:
CI120 1/46 (2006.01)
GOIN 31/22 (2006.01)
CI2N 11/00 (2006.01)

URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI
(73)  Majitel:
ORITEST spol. s r.0., Praha 5, Smichov, CZ
(72)  Pavodce:
prof. Ing. Vladimir Pitschmann, CSc., Praha, CZ
Ing. Lukés Matéjovsky, Hostivice, CZ
(54)  Nazev uzitného vzoru:

Kolorimetricky biosenzor inhibitori
cholinesteriz s dynamickym etalonem

Utad primyslového vlastnictvi v zapisném Fizeni nezjistuje, zda predmét uzitného vzoru
splituje podminky zpisobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.



20

25

30

35

40

45

50

55

(€7 32361 U1

Kolorimetricky biosenzor inhibitori cholinesterdz s dynamickym etalonem

Oblast techniky
Technické teSeni se tyka konstrukce jednoduchého kolorimetrického biosenzoru nervové

paralytickych latek a jinych vysoce toxickych inhibitoru cholinesteraz ve vod¢, v ovzdusi i na
kontaminovanych povrsich.

Dosavadni stav techniky

Kolorimetrické detektory, chemosenzory a biosenzory jsou z uzivatelského hlediska jednoduché
technické prostiedky ke zjiStovani nejriznéjSich chemickych latek. Prikladem takovych
prostiedkli mohou byt indikacni papirky, pasky a detekeni trubicky. Tyto prostredky se pouzivaji
také k detekei bojovych chemickych latek véetné nervove paralytickych latek, které ucinkuji jako
mohutné inhibitory cholinesteraz. Zejména kolorimetrické biosenzory inhibitorti cholinesteraz
jsou vhodné pro rychlou, jednoduchou, a pfitom selektivni terénni i laboratorni analyzu. Jejich
nezastupitelné misto je pii ochrané jednotlivee ve zvlasté obtiznych podminkach, zejména pak
kdyz jsou odkazani pouze na sebe. Mohou byt pouzity ke kontrole ovzdusi, vody i povrchi.
[Halamek E., Kobliha Z., Pitschmann V.: Analyza bojovych chemickych latek. Univerzita
obrany, Brmo 2007]. Piikladem takovych biosenzorli, pouzivanych jako osobni detektory, je
cesky prostredek DETEHIT, kanadsky NAVD. francouzsky DET INDIV mle F1, izraclsky CDK
nebo americky M256A1.

Vsechny kolorimetrické biosenzory inhibitoru cholinesteraz jsou zalozené na enzymatické
(cholinesterazové) reakci, tj. na katalytické hydrolyze vhodného substratu cholinesterazou
a barevné indikaci jeho hydrolytického produktu. Stupen inhibice enzymu, dany rychlosti
barevné zmény, je pak umérny koncentraci Skodliviny. Nejbliz§im feSenim je biosenzor/osobni
detektor DETEHIT, ktery obsahuje enzym acetylcholinesterazu, substrat acetylthiocholin jodid
a kyselinu 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoovou). V nepfitomnosti inhibitoru dochazi k hydrolyze
substratu na thiocholin, jimZ je chromogenni indikator redukovan na Zluté zbarveny produkt;
v disledku inhibice enzymu Zadné zabarveni nevznika, respektive vznika pozdé¢ji [TuSarova 1.,
Halamek E.. CZ288576 (2001)]. Znamé modifikace biosenzoru DETEHIT obsahuji
chromogenni indikatory s vyraznéjSim barevnym efektem, napi. 2,6-dichlorfenolindofenol nebo
nékteré latky ze skupiny trifenylmetanovych barviv [Pitschmann V., Mat&jovsky L.: C7 30 380
(2017); Pitschmann V., Mat¢jovsky L.: CZ 30 670 (2017); Pitschmann V., Mat&jovsky L.: CZ 30
996 (2017; Pitschmann V., Mat&jovsky L.: CZ 31 941 (2018)].

Jednou z hlavnich prednosti jednoduchych kolorimetrickych biosenzorl je moznost vyhodnoceni
barevného efektu vizualné (volnym okem). Tento zpisob vyhodnoceni je zcela namisté pti
orientanim zjiStovani ptitomnosti inhibitord cholinesteraz ve vzorku, mize vSak Cinit potiZe pii
pokusu o jejich kvantitativni, resp. semikvantitativni stanoveni. Tento nedostatek odstranuje nebo
podstatn¢ omezuje konstrukce biosenzoru podle technického feseni.

Podstata technického feSeni

Podstatou technického feSeni je kolorimetricky biosenzor inhibitorti cholinesteraz v ovzdusi, ve
vod¢ 1 na povrsich, ktery je tvoren plastovou podlozkou 1, na niz jsou nalepeny dvé tkaniny 2 a 3
s imobilizovanym enzymem, pii¢emz jedna z nich slouzi jako detekéni tkanina 2 a druha jako
dynamicky etalon 3, a dale dva filtracni papiry 4 impregnované substratem a indikatorem.

Zékladnim prvkem technického feSeni je zavedeni dynamického etalonu, jenz nema funkci
obyCejného barevného standardu, jak je tomu u znamych biosenzord inhibitord cholinesteraz.
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Naopak, tento dynamicky etalon, jehoZ sloZeni je stejné jako sloZeni detekéni tkaniny (indikaéni
z0ny), slouzi k provedeni srovnavaciho (slepého) testu. Zakomponovanim dynamického etalonu
do konstrukce biosenzoru se vyznamn¢ zvySuje spolehlivost provedeného testu a zaroven zvysuje
jeho citlivost (nizsi detekéni limit), nebot’ o pfitomnosti inhibitoru cholinesteraz ve vzorku lze
rozhodnout uz pii malém ¢asovém rozdilu zmény zabarveni indika¢ni zony a etalonu.

Priklad uskuteénéni technického reSeni

Biosenzor, jehoz konstrukéni schéma je znazornéno na vykrese, je tvofen podlozkou z plastu 1,
na nizZ je nalepena detekeni tkanina 2, dynamicky etalon 3 a dva filtra¢ni papiry 4 impregnované
substratem a indikatorem.

Detekeni tkanina 2 a dynamicky etalon 3 se pripravi tak, Ze bila celulozova tkanina se ponoii na
dobu 25 minut do roztoku, ktery obsahuje butyrylcholinesterazu o specifické aktivit¢ 10 nkat/ml,
3,5 % (hmotn.) dextranu a 1,5 % (hmotn.) neiontové povrchové aktivni latky (C12-14 alkohol
7EO, Laureth-7) v tlumivém roztoku pH 7,4. Po impregnaci se tkanina vysusi pii teploté 20 az
25°C.

Papir se substratem a chromogennim ¢inidlem 4 se pfipravi tak, Ze filtratni papir se ponoii na
dobu 5 minut do roztoku, ktery obsahuje 0,4 % (hmotn.) butyrylthiocholin jodidu a

0,2%  (hmotn.)  N-ethyl-N-[4-[4[ethyl(3-sulfofenyl)methyl[amino]fenyl]fenylmethylen]-2,5-
-cyklohexadien]-1-yliden]-3-sulfo-benzenmethan aminiumnatrium hydroxidu - vnitini soli (CAS
4680-78-8) v methanolu. Impregnovany papir se vysusi pii teploté 20 az 25°C.

Pouziti biosenzoru pro analyzu vody je nasledujici. Detekéni tkanina 2 se ponoii do
analyzovaného vzorku, po uplynuti 1 minuty se detektor vyjme a ponechd nejméné 1 minutu
inkubovat. Exponovana detek¢ni tkanina 2 se oplachne nekontaminovanou vodou a ovlh¢i se
ietalon 3. Plastova podlozka 1 se pielozi a ob¢é ramena se piitisknou (po dobu minimalné
1 minuty) tak, aby tkaniny 2 a 3 senzymem piiléhaly k filtranim papirim se substratem
a indikatorem. Po odd¢leni zon se sleduje zména zabarveni detekéni tkaniny 2 ve srovnani
s etalonem 3. Podobné se postupuje i pii kontrole ovzdusi nebo povrchi, s tim rozdilem, Ze
detekeni tkanina 2 se pred pouzitim biosenzoru navlhéi vodou.

Pramyslova vyuzitelnost

Technicke feseni lze vyuzit pti vyrobé kolorimetrického biosenzoru inhibitorti cholinesteraz, jenz
je uréen pro specialni jednotky Armady Ceské republiky, Hasi¢ského zachranného sboru Ceské
republiky a ostatnich slozek integrovaného zachranného systému ke kontrole vojensky
vyznamnych nervové paralytickych latek nebo organofosforovych a karbamatovych insekticidt
ve vod¢, ovzdusi a na povrsich.

NAROKY NA OCHRANU

1. Kolorimetricky detektor inhibitorti cholinesteraz v ovzdusi, ve vod¢ i na povrsich,
vyznacujici se tim, 6 Ze je tvoten plastovou podlozkou (1), na niz jsou nalepeny dvé
tkaniny (2) a (3) s imobilizovanym enzymem, pfi¢emz jedna z nich slouzi jako detekéni
tkanina (2) a druha jako dynamicky etalon (3), a dale dva filtracni papiry (4)
impregnované substratem a indikatorem.
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Obr. 1




