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Ацетилхолшу хлорид C H 3 C O O ( C H 2 ) 2 N + ( C H 3 ) 3 C l _ -
складний еф1р оцтово!" кислоти i холшохлориду е ней-
р о г о р м о н о м вегетативно! нервовсл системи i тому 
вщ1грае важливу р о л ь у ж и в о м у о р г а ш з м ь К о л и 
нервовий 1мпульс проходить через нерв, на його к ш щ 
видшяеться ацетилхолш, який передав 1мпульс дал1 
у мускул. Ця д!я ацетилхолшу згодом припиняеться 
в результат! реакци пдрол1зу за участю ферменту холь 
нестерази, який присутнш у живш тканиш i пдрол1зуе 
ацетилхолш у оцтову кислоту i холш: 

H 3 C C ( 0 ) 0 ( C H 2 ) 2 N + ( C H 3 ) 3 C 1 - + н 2о->сн 3соон + 
Ацетилхолшу хлорид Оцтова кислота 

+ H O C H 2 C H 2 N + ( C H 3 ) 3 C l -
Холшу хлорид 

У медичнш практищ його застосовують як пара-
симпатом1метичний 3aci6 при спазмах артерш Ытювки 
ока, при атони кишечника i сечового Mixypa та деяких 
видах тахшардй*. Вводять п ц щ ш р н о або в н у т р ш н ь о -
м'язово по 0,05 - 1,1 г [7]. 

Для кшькюного визначення ацетилхолшу хлориду 
М1жнародна фармакопея [10] використовуе ацидимет-
piio: т е л я пдрол1тичного розщеплення препарату роз-
чином лугу надлишок останнього вщтитровують хло-
ристоводневою кислотою в присутносп фенолфта
леину. 

З п д н о з фармакопейною статтею (ФС 42-1479-80) 
[1] вмют основно -! речовини у препарат! знаходять ар-
гентометрично за Фольгардом. 

Т и т р и м е т р и ч ш методи вщр1зняються в и с о к о ю 
точнютю, але реакци, яю лежать в ix основ1, не е спе-
циф!чними для ацетилхолшу. Ч а с п ш е за все щ методи 
застосовуються для кшькюного визначення субстанци 
ацетилхолшу хлориду. 

Оскшьки ацетилхолшу хлорид е сшлю тетраалкш-
амондо, в1н взаемод1е i3 осаджувальними «алкалощ-
ними» реактивами. Повщомлений метод кшькюного 
визначення ацетилхолшу, заснований на його осад-

женш д и т к р и л а м ш о м або сшлю Рейнеке (за Б1атье). 
Осади в обох випадках розчиняють у ацетош i одержа-
Hi розчини фотометру ють [5]. 

Пор1вняно широкого застосування в практищ бю-
лопчних дослщжень набув колориметричний метод ви
значення концентраци ацетилхолшу, запропонований 
Хестршим [21]. Суть його полягае в перетворенш аце
тилхолшу в ацетгщроксамову кислоту за реакщею аце
тилхолшу з пдроксиламшом у лужному середовишд з 
наступним переведениям и в кислому середовшщ у 
внутршшьокомплексну сполуку i3 хлоридом феруму 
(III), яка волод!е максимумом св1тловбирання при 
520 нм. Чутливють методу ~5 мкг ацетилхолшу. По,-
милка визначення зазвичай становить ±1 %. Забарвлеш 
розчини пщпорядковуються закону Ламберта-Бера при 
концентращях ацетилхолшу 5 -50 мкг/мл. 

У б ю л о п ч н и х системах ацетилхолш найчаепше 
визначають бшьш чутливими ферментними фотомет-
ричними i електрох1м1чними методами. Найпроспни 
з них - методики, засноваш на реакци пдрол1зу аце
тилхолшу з утворенням оцтово! кислоти i вим1рюванш 
штенсивносп забарвлення кислотно-основного шди-
катора [29] або змши р Н середовища до i т е л я дослщу 
потенщометричним методом [24]. Аналопчний прин
цип лежить в основ1 робота ioHo-селективних фермент-
них електрод1в [6,12,14,17]. Використання електрода 
з газовою щшиною дозволяе суттево пщвищити виб1р-
ков1сть в и з н а ч е н н я [8]. О п р а ц ь о в а ш чутлив1 до 
ацетилхол1ну юн-селективш електроди з рщкою або 
твердою мембранами, електродна функщя яких лшш-
на в д]апазош концентращй вщ 10"6 до 101 М або 10"4 

- Ю ' М ацетилхолшу вщповцшо [2,11,12]. Для визна
чення ацетилхолшу in vivo також запропоноваш суб
страта! юно-селективш електроди, в яких анагитичним 
сигналом виступае спрямований рух заряду трансмем
бранного переносу ацетилхолшу [28]. 

Ацетилхолш i продукти його пдрол1зу не здатю 
безпосередньо окиснюватися або вщновлюватися на 
електродь Однак амперметричш ацетилхолшов1 6io-
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сенсори розвиваються усшшно. Так, при амперметрич-
ному визначенш ацетилхолшу в Kpoei i тканинах за-
стосовують б1ферментш системи, у яких визначення про-
водять по зменшенню концентраци утвореного в реак
ци ферментного гщрол1зу холшу за допомогою iHuioro 
ферментного процесу - окиснення холшу до беташу 
вприсутносп холшооксидази (ХО): 

ХО 
( C H 3 ) 3 N + C H 2 C H 2 O H + 2 0 2 + Н ? 0 - > 

( C H 3 ) 3 N + C H 2 C O O H + + 2 Н 2 0 2 . 

Швщдость процесу контролюють по зростанню 
сили струму окиснення утвореного пероксиду водню 
або зменшенню и в реакци вщновлення кисню [13,22]. 
В останньому випадку анал1тичний сигнал л ш ш н о за-
лежить вщ к о н ц е н т р а ц и а ц е т и л х о л ш у в штервал1 
1,2-10"5 - 1,9-10"4 М 3i стандартним вщхиленням 0,3 %. 
На електрод1 3i сум1сно мобийзованими холшестера-
зою i холшоксидазою в желатиновому гелю анодний 
струм окиснення пероксиду водню збершае лшшшсть 
в д1апазош концентрацш ацетилхолшу вщ 5-10"6 до 
6,5-10 4 М з похибкою 2 % (вщн.). 

Опрацьована методика кшькюного визначення 
ацетилхолшу в тканинах методом високоефективно! 
рщинно! хроматографп i3 використанням згаданого 
б1ферментного реактора, а вщтак амперметричним де-
тектуванням утвореного в реакци пероксиду водню 
[19]. Цей метод д о з в о л я е в и з н а ч а т и вщ 1-Ю 1 2 д о 
50-10"12 М ацетилхолшу хлориду. 

Серед шструментальних ферментних метод1в вщо-
мий флуориметричний метод, у якому використовують 
систему чотирьох послщовно перебшаючих ензиматич-
них р е а к щ й за у ч а с т ю а ц е т и л х о л ш у . В о д н ш 
з них вщбуваеться перетворення шкотинамщного ко-
ферменту Н А Д у Н А Д Н 2 . Концентрацш останнього ви-
\ирюють флуориметричним методом, який дозволяе 
визначати до 1 нмоля ацетилхолшу в тканинах [26]. Опи
саний люмшесцентний метод визначення ацетилхолшу 
до 0,2 нмоль у npo6i [4, 15]. 

Для визначення малих кшькостей ацетилхолшу 
застосовують марюровану за фосфором А Т Ф i б1фер-
ментну систему ацетилхолшестераза-холшокшаза: аце-
тилхолшестераза гщрол1зуе ацетилхол1н, а хол1но-
кшаза перетворюе холш у марюрований за фосфором 
холшофосфат [16]. Проте вш характеризуемся трудо-
мютк1стю i тому застосовуеться рщко. 

У деяких нових ферментних методах, яю Грунту-
ються на застосуванш двох послщовних реакщй за 
участю ацетилхол1нестерази i холшоксидази , конт
роль за вмютом пероксиду водню здшснюють хемшю-
м!несцентним методом за каталггичною реакщею окис
нення хемшюмшесцентного 1ндикатора люм1нолу в при-
сутноеп пероксидази [25, 27]. 

Зрозумшо, що застосування чутливих ф1зико-хь 
м1чних метод1в анал1зу дозволяе значно покращити 

м е т р о л о п ч ш характеристики ферментних метод1в ви
значення ацетилхолшу в щлому. П о р я д з високою се-
лективн1стю i чутливютю ферментн1 методи анал1зу во-
лодноть ще низкою безумовних переваг: i'x легко ав-
томатизувати, вони npocTi й переважно експресн1. 

У д а ш й робот1 запропонований новий юнетичний 
метод визначення ацетилхолшу хлориду, який грун-
туеться на застосуванш спряжено! системи двох посль 
довних реакщй - пергщрол1зу ацетилхолшу та шдуко-
ваноТ нею реакц1! перекисного окиснення хромогено-
вого субстрату - л-фенетидину. Надоцтова кислота, 
утворена в п е р в и н н ш реакци пергщролгзу ацетил-
хол1ну 

( C H 3 ) 3 N + C H 2 C H 2 0 - ( 0 ) C - C H 3 + H 2 0 , + O H - > 
( C H 3 ) 3 N + C H 2 C H 2 O H + С Н 3 - С ( 0 ) - О О Н + н2о, 
реагуе з - л-фенетидином (ПФ) з утворенням азото-

барвника - 4-азотоксифенетолу, за св1тловбиранням 
якого, власне, i зд1йснюють визначення. 

Схема окиснення и-фенетидину надоцтовою кис
лотою мае вигляд: 

2 E t O - A r - N H 9 + 3 С Н 3 С 0 3 Н = E t O - A r - N + ( 0 )= 
= N - A r - O E t + 2 Н 2 0 + З С Н 3 С 0 2 Н . 
Принципова можлив1сть кшьк1сного визначення аце

тилхолшу за згаданими реакщями була продемонст-
рована в раннш робот1 Танкером 3i сп1вроб1тниками на 
приклад1 о-д1ан1зидину [20], проте запропонований 
ними метод не набув поширення в практищ, що, мабуть, 
о б у м о в л е н о в и я в л е н и м и к а н ц е р о г е н н и м и власти-
востями останнього. 

Н а основ1 експериментальних даних було встанов-
лено, що в штервагй р Н 8,2-8,5 швидкють утворення 
4-азоксифенетолу в реакци утворено! в попереднш ста-
ди визначення надоцтово! кислоти з надлишком и-фе
нетидину суворо прямо п р о п о р щ й н а концентраци 
ацетилхол1ну. Бшыпе того , початкова стад1я реакци 
- пергщрол1з ацетилхол1ну - виявилася л1мпуючою 
стад1ею усього процесу взагал1. Н а м и встановлено та-
кож, що зам1сть «-фенетидину з ycnixoM може бути 
застосований «-ан1зидин. 

Таким чином, виявлеш к1нетичш особливост1 пере-
6iry згаданих вище двох послщовних реакщй у поед-
нанн! з достатньо високою селективнютю запропоно-
вано! Андикаторно! реакци на надоцтову кислоту до
зволили нам о п р а ц ю в а т и новий cnoci6 визначення 
м к р о к ш ь к о с т е й ацетилхолшу. 

Н а рисунку як приклад наведений градуювальний 
г р а ф ж кшькюного визначення ацетилхолшу хлориду 
за реакщею пероксиду водню з П Ф . 

Стандартний розчин ацетилхолшу хлориду - 3,5 г/л. 
Вм1ст одше'! ампули (0,2 г) фармакопейного препарату 
розчиняють у 55 мл дв1ч! перегнано! води. Точний 
вмют розчину встановлювали методом аргентомет-
ричного титрування згщно [1]. Робочий стандартний 
розчин, який мютить 0,35 мг/мл, готують i3 вихщного 
вщповщним розбавленням дв1ч1 перегнаною водою. 
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tg а, Ю-3, 
ХВ"1 

Градуювальний rpacpiK визначення ацетилхолшу 
за реакщею пероксиду водню з л-енетидином 

ш(Н 20 2)= 1%, та П ф =0,1%, рН 8,4 (1=2 см). 

Фосфатний буфер, рН 8,4. Д о 250,0 мл 0,2 моль/л 
розчину двозамщеного фосфату натр1ю додають 8,0 мл 
0,1 моль/л розчину хлористоводнево! кислоти. 

Розчин пероксиду водню, 10 %. 33,3 г перпдролю 
розчиняють у вод1 в м1рнш колб1 на 100 мл i доводять 
об'ем розчину водою до позначки. 

Розчин и-фенетидину, 1%. 1 г и-фенетидину пдро-
хлориду розчиняють у вод1 в м1рнш колб1 на 100 мл 
1 доводять об'ем розчину водою до позначки. 

Методика визначення ацетилхолшу. У змшувач 
вносять 10 мл фосфатного буфера, 2 мл 10% пероксиду 
водню i дослщжуваний розчин ацетилхолшу (не бшь-
ше 5 мл). Одержану сум1ш ретельно збовтують i термо-
статують при 37°С протягом 10 хв. Пюля цього до роз
чину додають 2 мл 1% розчину и-фенетидину, дово
дять загальний об ' ем розчину до 20,00 мл водою, 
вмикають секундом1р i рееструють оптичну густину 
розчину (СФ-26, Л О М О ) в кювет1 з товщиною шару 
2 см при 358 нм впродовж 15 хв через кожш 1-2 хв. 
Будують кшетичш крив] в координатах оптична гус-
тина D - час (у хв) i знаходять тангенс кута нахилу 
лшшних дшянок. 

Вм1ст ацетилхолшу знаходять за попередньо побу-
дованим градуювальним графшом tg а - концентращя 
ацетилхолшу хлориду, моль/л. 

Нижня межа визначуваних концентрацш ацетил
холшу хлориду Сн становить 0,5 мкг до мл кшцевого 
об'ему розчину. П р и визначенш 4....40 мкг/мл аце
тилхолшу хлориду вщносна помилка не перевищуе 
±2 % (п=5, Р=0,95). 

висновки 
Опрацьовано новий кшетичний метод визначення 

ацетилхолшу у водних розчинах. 
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