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Diagnosticky materi§l pro stanoven{ etha-
nolu je tvofen vrstvou polysacharidu pfe-
.dem aktivovaného jodistanovou oxidaci vi-
cindlnich diold jednotek polysacharidu ne-
bo wrstvou syntetického nebo piirodniho
gelu, napfiklad kalogenové hmoty nebo Ze-
latiny prokriZené glutaraldehydem, nebo
polyakrylatovym gelem zesiténym N,N‘-me-
thylen-bis-akrylamidem, v niZ je imobilizo-
véna smés enzymi alkoholoxiddzy a peroxi-
dazy spoletnd s barvotvornou komponen-
tou, pf¥itom je vrstva od reakéniho prost¥edf
oddélena membranou propustnou pro nizko-
molekularni ldtky. Diagnosticky material u-
moZiiuje velmi rychlé a snadné urfovani
obsahu etanolu ve fyziologickych tekuti-
néch.
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Vyndlez se tyka diagnostického materidlu
pro stanoveni etanolu. ; ’

Rychlé stanoveni etandlu ve [yziclogic-
kych tekutindch, pfedeviim ve slindch a v
krvi pomoci jednoduchych diagnostickych
prostfedkill, ma velky vyznam w souvislosti
s legislativni kontrolou p¥i zajiStovani bez-
pecnosti dopravy nebo chodu dileZitych
primyslovych a jinych objektd. Z tohoto db-
vodu bylo vypracovano nékolik chemickych
a fyzikdlnéchemickych postupli pro rychla
stanoveni etanclu. Z nich nejvéisiho uplat-
néni doznaly diagnostické trubitky indiku-
jici etanol v dechu kontrolovanych osob na
zdklad® jeho reakce s chromany poskytuji-
ci zelené zbarveni vzniklych chromitych sc-
1. .

V souvislosti s rogzvojem enzymovych a-
nalytickych postupil, vyznacujicich se vyso-
kou citlivosti, jednoduchosti a specifitou
‘dandu vlastni podstatou eizymnvé katalyzy,
byla vénovdna pozornost té€Z enzymovému
stanoveni etanolu. K tomuto slanoveni je
moZno pouZit alkcholoxidizn katalyzujici
oxidaci: alkoholu jeho piimon reakei s kys-
likem. Vedlej8im produkiem léto recakce je

peroxid vodiku. Pokud je v reak&ni smési

pFitomen dal3i enzym peroxiddza a bezbar-
vad leukoforma vhodného barviva, dochdzi
naslednou enzynovou reakci vytvoreného
peroxidu vodiku s leukoformou tohoto bhar-

viva k barevné indikaci pritomného etanolu. .

Uvedeny systém enzymia alkoholoxidazy,
peroxidazy a vhodnych chromogennich in-
dikdtord byl pro rychlé indika¢ni stanoveni
doposud aplikovan ve formé& diagnostickych
prouZkti pFipravenych napusténim uvede-
nych komponent do filtraéniho papiru.

Novym pfFispé8vkem ke stanoveni etanolu
je diagnosticky materidal podle vynéalezu.

Podstatou vyndlezu je, Ze diagnosticky
materidl na bazi smési alkoholoxidazy a pe-
roxidazy ve spojeni s barvotvornou kompo-
nentou, je tvofen vrstvou polysacharidu ne-
bo syntetického nebo privedniho gelu, v niZ
je uvedend smés emobilizovédna, kterd je od
reakéniho prostfedi nebo aplikovaného
vzorku oddé&lena membranou propustnou
pro nizkomolekuldrni latky. Vrstva polysa-
tharidu mbZe byt pfedem aktivovana jodis-
tanovou oxidaci vicindlnich diolt jednotek
polysacharid{, vrstva gelu miZe byt tvofe-
na napfiklad kolagenovou hmotou nebs Ze-
latinou prokfiZenou bifunk&nimi &inidly,
nebo polyakryldtov§ym gelem zesiténym N,-
N‘-metylen-bis-akrylamidem nebo kopoly-
merem metylakrylatu s glycidylmetakryla-
tem nédsledn& modifikovanym 1,6-diamino-
hexanem a glutaraldehydem.

Jako membrédna oddé&lujici vrstvu polysa-
charidu nebo gelu od analyzovaného vzorku
podle vynalezu je s vyhodou pouZita celo-
fanova idlie.

Oddé&leni vrstvy polysacharidu nebo gelu
od analyzovaného vzorku membrénou pro-
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bustnou pro nizkomolekuldrni latky, a tim
i pro stanovovany etanol, umoZiiuje jeho
stanoveni i ve vzorcich plné krve, pfipadné
ve -vzorcich obsahujicich jiné barevné vy-

' sokomolekuldrni latky, déle ve vzorcich

kalnych a podohng, kdy se pc aplikaci vzor-
ku na diagnosticky materidl a nésledujici
diftzi stanovovaného etanolu a jinych niz-
komolekularnich 1latek p¥Fes membranu,

© zbylé sloZky aplikovaného vzorku odstrani

Z povrchu diagnostického materidlu pouhym
setfenim. MnoZstvi pFitomného etanolu se
potom stanovi na zdkladé intenzity vznik-
1ého zbarvenl porovndnim se standardem
nebo s vyhodou srovndnim s barevnym eta-
nolem.

Diagnosticky materidl pro stanoveni eta-
nolu podle vynalezu umoZiiuje velmi rychlé
a snadné urfovani obsahu etanclu ve fyzio-
logickych tekutindch s dostatefnou pfes-
nosti pro kontrolu pripadného poZiti alko-
holickych népojlt u testovanych osob. Imo-
bilizace enzym@, at jiZ kovalentni vazbou
na aktivovanou vrstvu polysacharidu, nebo
zabudevanim do vrstvy gelu s pripadnym
prekrytim téchto vrstew membrdnou pro-
pustnou pro nizkomolekuldarni 1dtky, pFitom
zvySuje stabilitu pouZitych enzymi ve srov-

~néni s jejich doposud pouZivanym pouhym

nasdknutim do filtra&niho papiru.
Vyndlez je dokumentovdn nésledujicimi
priklady, aniZ by se jimi omezoval.

P¥iklad 1
, .
Diagnosticky materidl pro stanoveni eta-
nolu byl tvofen z teréiku filtratniho papiruy,
na ktery byla po aktivaci jodistanem sod-
nym a néasledném promyti imobilizovédna
smés enzyml alkoholoxiddzy a peroxidazy,
potom byl terfik napustén roztokem o-dia-
nizidinu, ndsledné vysulen a fixovdn na
prouZek z plastické hmoty.

Priklad 2

Diagnosticky materidl pro stanoveni eta-
nolu byl vytvofen z vrstvy polyakrylamidu
zesiténého N ,N*-metylén-bis-akrylamidem, do
kterého byla zapolymerovdna smés enzymi
alkoholoxiddzy a peroxiddzy. Vytvofeny gel
byl pc provedené polymeraci napu$tén roz-
tokem o-dianizidinu, potom byl oboustranng
prekryt celofdnovou membrédnou a fixovan
na podloZku z acetdtu celuldzy.

Prfiklad 3

Diagnosticky materidl pro stanoveni eta-
nolu byl tvofen podloZni vrstvou z acetédtu
celuldzy, na kterou byl aplikovdn sol Zela-
tiny s o-dianizidinem a se smési enzymil
alkoholoxiddzy a peroxiddzy a po vytvofeni
gelu byla vrstva s enzymové aktivnim ma-
teridlem p¥ekryta celofdnovou membréanou.



P¥iklad 4

Diagnosticky materidl pro stanoveni eta-
nolu byl tvoFfen podloZni vrstvou z acetdtu
celulézy, na kterou byla nanesena kolage-
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nova hmota se suspendovanymi enzymy al-
koholoxiddzou a peroxiddzou ndsledn® pro-
kfiZzend glutaraldehydem a po napusténi
vrstvy o-dianizidinem byla tato prekryta ce-
lofénovou membranou.

PREDMET VYNALEZU

1. Diagnosticky materidl pro stanoveni
etanolu na bazi smési enzymi alkoholoxida-
2y a peroxiddzy ve spojeni s barvotvornou
komponentou, napfiklad s derivaty benzi-
niduw, vyznadujici se tim, Ze vrstva polysa-
charidu nebo syntetického nebo pfirodniho
gelu, v niZ je imobilizovdna smeés enzymi
alkoholoxiddzy a peroxiddzy, je od reakéni-
ho prostiedi nebo aplikovaného vzorku od-
délena membrdnou propustnou pro nizko-
molekuldrni 1atky.

2. Diagnosticky material podle bodu 1,
wvyznalujici se tim, %e vrstva polysacharidu
je piedem aktivovéna jodistanovou oxidaci
vicindlnich dioldt jednotek polysacharidu.

3. Diagnosticky materidl podle bodu 1,
vyznadujici se tim, Ze vrstva pfirodniho ge-
Tu je tvofena kolagenovou hmotou nebo Ze-
latinou prokfiZenou bifunkénimi ¢inidly, na-
priklad glutaraldehydem.

4, Diagnosticky materidl podle bodu 1,
vyznacujici se tim, Ze vrstva syntetického
gelu je tvorena polyakryldtovym gelem ze-
siténym N,N‘-metylén-bis-akrylamidem nebo
kopolymerem metylmetakrylatu s glycidyl-
metakryldtem ndésledné modifikovanym 1,6-
-diaminohexanem a glutaraldehydem.
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