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Néazev vyndélezu:
Detekéni trubiéka inhibitora
cholinesterdz ve vzduchu a vodé

Anotace:

Resenf se tyka detekéni trubi¢ky inhibitorti choli-
nesteraz ve vzduchu a vodg, kterd obsahuje dvé
ampulky s tlumivym roztokem pH 6,0 a2 9,0, srovna-
vac{ vrstvu z drceného skla impregnovanou smési
substratu a chromogenntho &inidla nebo chromogen-
nim substratem a indika¢ni vrstvu z granulované
bélené celulézy s imobilizovanou cholinesterazou.
Srovnavacf{ vrstva z drceného skla obsahuje jako
substrat acetylthiocholin nebo butyrylthiocholin a
jako chromogenni ¢inidlo kyselinu 5,5"-dithio-bis(2-
nitrobenzoovou). Nebo srovnavaci vrstva obsahuje
jako substrat acetylthiocholin nebo butyrylthiocholin
a jako chromogenni ¢inidlo N-ethyl-N-[4-[4-ethyl-3-
sulfofenylimethylaminofenylifenylmethylen-2,5-
cykiohexadien]- 1-yliden]-3-sulfobenzenmethanamini -
umnatriumhydroxid-vnitini stil. Nebo srovnévaci
vrstva obsahuje chromogenni substrat, 1-{thia -
zolylazo]-2-acetoxy-5-methylbenzendimethylsulfat.
Indika¢ni vrstva s vihodou obsahuje hovézi mozko-
vou acetylcholinesterdzu nebo plazmovou kofiskou
butyrylcholinesterazu.
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CZ 285242 B6

Detekéni trubicka inhibitora cholinesteraz ve vzduchu a vodé

- Oblast techniky

Vynalez se tyka trubi¢ky k detekei inhibitori cholinesteraz ve vzduchu a vodé€. Vynalez fesi
konstrukci prostfedku k uréeni extrémné toxickych sloucenin vyznamnych v oblasti vojenské a
primyslové chemie, agrochemie, monitorovani Zivotniho prostfedi, po civilni obranu a
bezpecnost statu.

Dosavadni stav techniky
Pro detekei a stanoveni pocetného souboru inhibitord cholinesterdz [AMMON R. — VOSS G,,

Pfliigers Arch. ges. Physiol., 235 (1935), s. 393; MICHEL O., H,, J., Lab clin. Med., 34 (1949),
s. 1564], je Siroce vyuzivana v celé fadé modifikaci a aplikaci biochemicka cholinesterazova
reakce jako velmi citliva a selektivni metoda. Na cholinesterazové reakci jsou zaloZeny rizné
typy technickych prostiedkii k detekci a stanoveni inhibitorli cholinesterdz, pocinaje
komplikovanymi automatickymi analyzatory ovzdusi a vody, pfes jednodussi provedeni, jako
jsou detekéni trubicky [LEICHNITZ, K.: Priifr6hrchen—Taschenbuch. 5. Ausgabe, Drigenwerk
AG, Liibeck 1982, s. 131], az po nejjednodussi, ale o to vice pouzivané detekéni papiry [WP
85/04423, ¢s. autorské osvédceni €. 2701].

Doposud znamé typy trubi¢ek zalozenych na biochemické cholinesterazové reakci maji bez
ohledu na konstrukéni feSeni obdobnou citlivost a selektivitu.

Komeréné dostupné detekéni trubiCky jsou konstrukéné zatavené sklenéné trubicky obsahujici
oddélené vrstvy inertnich nosi¢l a sorbentt s ¢inidly a ampulky s kapalnymi ¢inidly, potfebnymi
pro biochemickou enzymovou reakci. Obvykle maji trubicky sorpéni vrstvu, nejéastéji
silikagelovou, na které se pfi prosavani vzduchu trubi€kou sorbuji inhibitory. Pak se na tuto
vrstvu prevede enzym, a po inkubaci enzymu s inhibitorem substrat, bud’ postupnym rozbitim
ampulek s roztoky Cinidel, nebo splachnutim &inidel z inertnich nosi¢d rozpusténim suchych
Cinidel po rozbiti ampulky stlumivym roztokem. I pfes komplikované provedeni je tento
biochemicky reakéni princip jedinym, ktery je dostate¢né citlivy na pfitomnost extrémné
toxickych inhibitorl cholinesteraz v ovzdusi a stile pouzivanym pro konstrukci jednoduchych
technickych prostfedki. Nejbliz§im znamym fe$enim trubi¢ky k ur€eni inhibitord cholinesteraz
ve vzduchu je biochemicka trubitka pouzivana v armadé a Civilni obrané CR a SR. Trubitka
obsahuje ampulku s pufrovanym roztokem butyrylcholinesterazy a ampulku s roztokem substratu
butyrylcholinjodidu a acidobazického indikatoru fenolové &ervené. Po rozbiti ampulky
s enzymem a prosati analyzovaného vzduchu pres vrstvu drceného skla smodeného roztokem
butyrylcholinesterazy a po rozbiti ampulky s roztokem substratu a acidobazickym indikatorem se
vizualné porovna zména zbarveni ndplné zkuSebni a srovnavaci priukaznikové trubicky.
Nevyhodou takovychto trubicek je kratka doba exspirace v disledku toho, Ze jak enzym, tak i
substrat jsou ve vodném roztoku a rovné€z principialni zavislost detekce na kyselych a bazickych
latkach zachycenych z analyzovaného vzduchu v trubi¢ce. Vyhodnéjsim feSenim biochemické
trubi€ky s dobrou stabilitou pfi skladovani je trubicka podle NL 1568383. Trubicka obsahuje
jednu ampulku s tlumivym roztokem a lyofilizované preparity enzymu a chromogenniho
substratu s pfidanim latek urychlujicich rozpousténi ¢inidel v tlumivém roztoku a indika¢ni zénu,
na které se sorbuji inhibitory. Po otevfeni trubiCky a prosati vzduchu se rozbitim ampule
s pufrem oba rozpustné preparaty, enzym i chromogenni substrat, smyji na indikaéni vrstvu se
sorbovanymi inhibitory a vyhodnoti se zbarveni této vrstvy po prob&hnuti enzymové reakce.

UZivané trubiCky neumoZziuji analyzu vody a vodnych roztoku.
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Uvedené nedostatky, zejména nizka Zivotnost trubiCek, rusivy vliv kyselych a bazickych latek,
niZ3i citlivost, nemoZnost analyzy vody, pfi vysokych ekonomickych nakladech na vyrobu, jsou
odstranény detek¢ni trubi¢kou inhibitorti cholinesteraz ve vzduchu a vodé& podle vynalezu.

Podstata vynélezu

Podstatou vynalezu je detek&ni trubika inhibitord cholinesteraz ve vzduchu a vodé, ktera
obsahuje dvé ampulky s tlumivym roztokem pH 6,0 az 9,0, srovnavaci vrstvu z drceného skla
impregnovanou smési substritu a chromogenniho &inidla nebo chromogennim substratem a
indika¢ni vrstvu z granulované bélené celulosy s imobilizovanou cholinesterdzou. S vyhodou
srovnavaci vrstva z drceného skla obsahuje jako substrét acetylthiocholin nebo butyrylthiocholin
a jako chromogenni cinidlo kyselinu 5,5-dithio—bis(2-nitrobenzoovou). Nebo s vyhodou
srovnavaci vrstva obsahuje jako substrat acetylthiocholin nebo butyrylthiocholin a jako chromo-
genni Cinidlo N—ethyl-N—[4[4ethyl[3sulfofenyl)methyl]amino]fenyl]fenylmethylen}-2,5—cyklo-
hexadien]-1-yliden]-3—sulfobenzen-methan aminiumnatrium hydroxid-vnitini sil. Nebo
s vyhodou srovnavaci vrstva obsahuje chromogenni substrat, 1-[thiazolylazo]-2—-acetoxy—5—
methylbenzen dimethylsulfat.

Indika&ni vrstva s vyhodou obsahuje hovézi mozkovou acetylcholinesterazu nebo plasmovou
koiiskou butyrylcholinesterazu.

Pouziti trubi¢ky spoiva v prosavani vzduchu obsahujiciho péry nebo aerosol inhibitord
cholinesteraz indika¢ni vrstvou zvlhéenou tlumivym roztokem rozbitim ampulky nebo v smo&eni
indika¢ni vrstvy analyzovanou vodou. Po ukonéeni prosavani nebo po vyjmuti z vody a po dobé
inkubace imobilizovaného enzymu na indika¢ni vrstvé se sorbovanym inhibitorem se na
indikacni vrstvu smyje ze srovnavaci vrstvy substrit a chromogenni &inidlo nebo chromogenni
substrat rozbitim ampulky s tlumivym roztokem a porovna se zbarveni indika&ni a srovnavaci

VvIstvy.

Trubi¢ka podle vynilezu ma proti dosud pouzivanym trubi¢kdm vy33i citlivost pfi dikazu
inhibitord cholinesterazy v disledku pouzZiti specifického enzymu a substritu a moZznosti daliho
zvy3eni citlivosti prodlouZenim inkubace enzymu s inhibitorem, del3i expiraci a umoziiuje dikaz
inhibitori i ve vodé a vodnych extraktech ze vzorki v Sirokém rozpéti pH, a porovnani rychlosti
vybarvovani indika¢ni a srovnavaci vrstvy umoZiluje semikvantitativni vyhodnoceni koncentrace
inhibitoru.

Prehled obrazki na vykresech

Na pfipojeném vykresu je znazornény model trubicky.

Piiklady provedeni vynalezu

Trubicka podle obrazku 1 sestava ze dvou ampulek s tlumivym roztokem 1 a 2, ze srovndvaci
vrstvy 3 impregnované substritem a chromogennim &inidlem nebo chromogennim substratem,
z indika¢ni vrstvy 4 s imobilizovanou cholinesterazou. Vrstvy jsou od sebe oddéleny a v trubi¢ce
utésnény polyethylenovymi hvézdickami 5, hvézdiky 5 jsou od vrstev oddéleny sitkami
z polyamidové tkaniny 6.
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Piiklad 1

TrubiCka podle obriazku 1 obsahuje 2 ampulky s fosfitovym tlumivym roztokem pH 8,5,
srovndvaci vrstva je 0,1 g Zluté sklenéné drté (Amax. 412 nm) zritosti 1,0 az 1,2 mm
impregnované ethanolovym roztokem obsahujicim 1 % acetylthiocholinjodidu a 0,3 % kyseliny
5,5'—dithio—bis(2—dinitrobenzoové). Indikaéni vrstva je 0,05 g bilé granulované celulosy zrnitosti
0,8 az 1,2 mm s imobilizovanou acetylcholinesterazou o specifické aktivité 1,5 nkat na 1 mg
celulosy. Po ulomeni koncii trubi¢ky a rozbiti ampulky pod indikadni vrstvou tak, aby roztok
z ampulky smodil indikacni vrstvu, se trubi¢kou prosava analyzovany vzduch. Po ukondeni
prosavani se rozbije ampulka s tlumivym roztokem nad srovnavaci vrstvou a roztok se setfepe na
indikaéni vrstvu. Za pfitomnosti inhibitorii v analyzovaném vzduchu zustane indika¢ni vrstva
bila, neinhibovana indikaéni vrstva se zbarvi do 1 minuty Zluté. Pfi prosavani 1,4 1 vzduchu za
minutu v pribéhu 2 minut je moné zjistit 5.107 mg.1”" isopropylmethylfosfonofluoridatu,
3.107 mg.1™" pinakolylmethylfosfonofluoridatu, 2.10” mg.1™" O—ethyl-S—(2—diisopropylamino-
ethyl)methylthiofosfonatu a 1.10”" mg.1™' 2—imethylaminoethyldimethylamidofosfofluoridatu.

Priklad 2

Trubi¢ka podle obrazku 1 obsahuje 2 ampulky s fosfatovym tlumivym roztokem pH 7,6,
srovnavaci vrstva je 0,1 g modré sklenéné drt¢ (Amax 580 nm) zritosti 1,0 az 1,2 mm
impregnované lyofilizaci s ethanolovym roztokem obsahujicim 0,6 % 1-[2-thiazolylazo]-2—
acetoxy—5S—methylbenzen dimethylsulfatu. Indikaéni vrstva je 0,05g bé&lené granulované
celulosy zrnitosti 1 mm s imobilizovanou butyrylcholinesterazou o specifické aktivité 3 nkat na
1 mg celulosy. Po ulomeni konci trubi¢ky se indika¢ni vrstva trubi€ky na 1 minutu ponofi do
analyzovaného vodného roztoku, po vyjmuti a 30 minutich inkubace se rozbije ampulka
s tlumivym roztokem nad srovnavaci vrstvou a roztok se setfepe na indikaéni vrstvu. Vychozi
Zluté zbarveni indika¢ni vrstvy za pfitomnosti inhibitorti v analyzovaném vodném roztoku
zlistane svétle zluté. V nepfitomnosti inhibitori ve vodé indikaéni vrstva do 2 minut zmodra,
stejn& jako srovnavaci vrstva. Po 30 minutich inkubace je mozné zjistit 0,08 mg.1” dichlorvosu,
0,4 mg.l‘1 phosdrinu, 0,04 mg.l‘1 carbofuranu, 0,3 mg 1"'aldicarbu.

Prumyslova vyuzitelnost

Detekéni trubicka podle vynélezu je pouzitelna pro tcely chemického priizkumu a kontroly a pfi
monitorovani Zivotntho prostiedi, v chemickém a farmaceutickém primyslu, v zemédélstvi a
lesnim hospodaftstvi.

PATENTOVE NAROKY

1. Detekéni trubicka inhibitori cholinesteraz ve vzduchu a vodé, vyznacujici se
tim, Ze obsahuje dvé ampulky stlumivym roztokem pH 6,0 az 9,0, srovndvaci vrstvu
z drceného skla impregnovanou smési substratu a chromogenniho ¢inidla nebo chromogennim
substratem a indikaéni vrstvu z granulované bélené celulosy s imobilizovanou cholinesterazou.
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2. Detekéni trubiC¢ka inhibitord cholinesterdiz ve vzduchu a vod€ podle naroku 1,
vyznadujici se tim, Ze srovndvaci vrstva zdrceného skla obsahuje jako substrat
acetylthiocholin nebo butyrylthiocholin a jako chromogenni €inidlo kyselinu 5,5'—dithio—bis(2—
nitrobenzoovou).

3. Detekéni trubi¢ka inhibitori cholinesteriz ve vzduchu a vodé podle naroku 1,
vyznadujici se tim, Ze srovnavaci vrstva obsahuje jako substrat acetylthiocholin nebo
butyrylthiocholin a jako chromogenni ¢inidlo N—ethyl-N-[4-[4[ethyl[3—sulfofenyl)methyl]ami-
no]fenyl}fenylmethylen]-2,5—cyklohexadien]-1-yliden]-3—sulfo-benzenmethan aminiumnatri-
um hydroxid—vnitini stl.

4. Detekéni trubicka inhibitor cholinesteraz ve vzduchu a vodé podle naroku 1, vyznacu-
jici se tim, Ze srovnavaci vrstva obsahuje chromogenni substrat 1-[thiazolylazo]-2—
acetoxy—5—methylbenzen dimethylsulfét.

5. Detekéni trubicka inhibitort cholinesteraz ve vzduchu a vodé podle ndroku 1, vyznadu-

jici se tim, Ze indikadni vrstva obsahuje hovézi mozkovou acetylcholinesterdzu nebo
plazmovou koriskou butyrylcholinesterazu.

1 vykres
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