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detekci inhibitort acetylcholinesterasy

Methods of pharmaceutical technology in preparation of pellets for detection

of acetylcholinesterase inhibitors
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Souhrn

Pro kontrolu pfitomnosti cizorodych latek v ovzdusi je
v soucasné dobé k dispozici celd fada metod
a technickych zafizeni. Obecné jsou vSechny znimé
a propracované metody zaloZené na odbéru latek obsa-
Zenych ve vzduchu pomoci riznych kolektort nebo vyu-
Zivaji jejich zachyt do vhodného prostiedi. Stale se v§ak
hledaji nové metody detekce vyuZitelné zejména
v terénnich podminkéch. Detekéni systémy musi byt pie-
nosné, rychle reagujici, levné, citlivé a selektivni a jejich
obsluha by neméla byt slozitd. Takovymto vhodnym
systémem k detekci karbamatt a vysoce toxickych orga-
nofosfatt jsou detekcni trubi¢ky s peletami z mikro-
krystalické celulosy s imobilizovanou acetylcholineste-
rasou, kterymi je analyzovany vzduch prosavén. Detekce
je zaloZena na kolorimetrické Ellmanové reakci. Experi-
mentalni prace se zabyva vyuZitim metod farmaceutické
technologie pro pfipravu novych variant pelet pro detek-
ci inhibitorti acetylcholinesterasy s 20% a 50% obsahem
anorganickych plniv (oxid hlinity, kaolin, koloidni oxid
kfemicity, nalsit) metodou extruze/sferonizace. Po zhod-
noceni jakostnich parametri byly pelety naimpregnova-
ny enzymem acetylcholinesterasou a u kazdé Sarze se
zkouSela aktivita a inhibice pelet Ellmanovym cinidlem.
Vhodnou néplni detek&nich trubicek se jevily pelety bez
obsahu anorganického plniva, s obsahem 50 % oxidu hli-
nitého a s obsahem 20 % koloidniho oxidu kfemicitého.
Klicova slova: pelety - extruze/sferonizace « anorganic-
ka plniva - inhibitory acetylcholinesterasy « detek¢ni tru-
bicky
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Summary

A variety of methods and technical equipment are
currently available for checking of air contaminants.
Generally, all known and sophisticated methods are
based on sampling of substances in the air using different
collectors or their capture in a suitable medium.
However, new detection methods particularly useful in
outdoor conditions are still looking for. Detection
systems must be transportable, fast acting, inexpensive,
sensitive and selective, and their operation should not be
complicated. Such an appropriate system for the
detection of carbamates and highly toxic organo-
phosphates is detection tubes with microcrystalline
cellulose pellets containing immobilized acetylcholine-
sterase, by which analyzed air is sucked through. The
detection is based on the colorimetric Ellman reaction.
Experimental work deals with the use of pharmaceutical
technology methods for preparation of new variants of
pellets for the detection of acetylcholinesterase inhibitors
with 20% and 50% content of inorganic fillers
(aluminium oxide, kaolin, colloidal silica, nalsit)
produced by extrusion / spheronization. Pellets were
impregnated by acetylcholinesterase after evaluating
quality parameters and were tested for their activity and
inhibition with Ellman’s reagent. Pellets without
inorganic fillers, containing 50% of aluminium oxide
and containing 20% of colloidal silica were evaluated as
a suitable filling of detection tubes.

Keywords: pellets - extrusion/spheronization « inorganic
fillers « acetylcholinesterase inhibitors « detection tubes

Uvod

Chemické sloZeni ovzdusi je ovliviilovano nejen pfi-
rodnimi procesy, ale stile ve vét§i mife i negativnimi
zéasahy Clovéka, jakymi jsou napf. primyslové havarie
nebo pouZzivani insekticiddi v zemédé@lstvi. Ve zneliSté-
ném ovzdus$i jsou pfitomné slozky, které na kratSi nebo
del8i dobu nepftizniveé ovliviiuji Zivotni prostfedi. I pres
pokrok v analytické instrumentaci si svoje misto
v systému technickych prostfedkl chemického prazku-
mu a kontroly zachovavaji takové, které jsou zaloZeny na
urCité (bio)chemické reakci a které relativné rychle
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a citlivé ur¢i pritomnost napft. inhibitordt acetylcholine-
sterasy v extrémnich polnich podminkach nezaskolenou
obsluhou?. Takovymto vhodnym analytickym systémem
jsou detekeni trubicky.

Vyvoj detekénich trubicek zacal v roce 1934, kdy
némeckd firma Dréiger vyvinula analytickou soupravu
(DS-Geriit) na bazi tzv. Drigerovy-Schroterovy trubicky
pro detekci yperitu. Detektory tohoto typu proSly
v néasledujicich desetiletich zna¢nym rozvojem, ktery se
dosud nezastavil. Detek¢ni trubi¢ky Ize definovat jako
uzaviené, vétSinou sklenéné trubice plnéné tuhym sor-
bentem nasycenym analytickymi Cinidly, které se nejpr-
ve na obou koncich rozbiji a poté se jimi prosava kon-
trolovany vzduch. Analytickd c¢inidla mohou byt
i vpravena do trubi¢ek obvykle ve formé roztoku
v zatavené ampulce'-?. Jako naplné do detek¢nich trubi-
¢ek k adsorpci plynill a par a jako nosi¢ chromogennich
¢inidel nebo detek&nich roztokl se pouZivaji nejrizngjsi
pevné, zrnéné adsorbenty. Pribéh detekce je ovlivnén
pouZitym materidlem, zplisobem jeho uloZeni a velikosti
a nepravidelnosti zrn. NejpouZivanéjSimi materidly jsou
silikagel, drcené sklo, celulosa, pemza, skelnd vata, por-
celdn, zeolity, aktivované hlinky, diatomit aj. Tyto mate-
ridly nesmi vyraznéji ménit své fyzikalni a chemické
vlastnosti pii priichodu vzduchu a vodni pary a musi byt
inertni i vi¢i materidlu trubice?®.

Reakce, které probihaji v detek&nich trubickach, musi
byt doprovazené zietelnou zménou, proto se vyuZiva
zejména barevnych reakci. Mohou se pouzit neutrali-
zacni, oxida¢né-redukcni, srdzeci, komplexotvorné
reakce nebo reakce organickych ¢inidel. Specidlnim pii-
padem je vyuZiti biochemickych reakci. Reakce, jejichz
vysledkem je obvykle vznik kyselin, thioll nebo jinych
produktid, které se v dalSi fazi prokazuji barevnymi
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reakcemil> », vyuZivaji schopnosti organofosfatt
a karbamétl jiz ve velmi malych mnoZstvich inhibovat
hydrolytickou tcinnost cholinesteras. Citlivost choline-
sterasové reakce je velmi vysokd. Detek¢ni limit byva
v zévislosti na druhu inhibitoru 1. 105 az 1. 107 mg/ml,
na rozdil od béZnych chemickych metod, jejichZ citli-
vost se pohybuje v rozmezi 1 . 10* az 1. 102 mg/ml®.
Optimdlni citlivost a rychlost reakce jsou dal§imi poZa-
davky, na které se klade pfi konstrukci detek¢nich trubi-
cek velky diraz.

Nejcastéji vyuzivanou kolorimetrickou metodou
v béZné praxi je tzv. Ellmanova metoda (obr. 1). Princip
metody je zaloZen na hydrolyze acylthiocholinu. Jestlize
nejsou inhibitory acetylcholinesterasy pfitomny, substrat
acetylthiocholin je cholinesterasou hydrolyzovan za
vzniku thiocholinu a kyseliny octové. Pfitomnost thio-
cholinu se detekuje reakci s kyselinou 5,5 -dithiobis-2-
-nitrobenzoovou (Ellmanovo ¢inidlo) tim, Ze po reakci
s thiocholinem dochdazi k uvolnéni 5-merkapto-2-nitro-
benzoatového aniontu, ktery se projevuje vznikem
Zlutého zbarveni méfitelného spektrofotometricky pfti
412 nm. JestliZe jsou inhibitory acetylcholinesterasy pri-
tomny, cholinesterasa je inhibovédna a k hydrolyze acylt-
hiocholinu nedochazi. Ke zméné zbarveni nedochazi,
reakéni smés zistava bilal* 4.

Prezentovand experimentdlni price se zabyva vyuZi-
tim metod farmaceutické technologie pro pfipravu
a hodnoceni novych variant pelet s anorganickymi plni-
vy pro detekci inhibitort acetylcholinesterasy detek¢ni-
mi trubickami. Detekce je zaloZena na kolorimetrické
Ellmanové reakci, kterd probihd po kontaktu Ellmanova
¢inidla s peletami, na nichZ je imobilizovana acetylcho-
linesterasa, pokud nejsou inhibitory acetylcholinesterasy
pfitomny.

CH,CSCH,CHN'(CH,), + H,0 —— CH,COOH + HSCH,CH,N'(CH,),

2(CH,),NCH,CH,SH + 02N4§j>—3_84<j%7No2 "
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—_—
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Obr. 1. Hydrolyza substrdtu a reakce thiocholinu s Ellmanovym éinidlem?”
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Pokusna c¢ast

Materidl

Na pfipravu pelet se pouZila mikrokrystalickd celulo-
sa — Avicel PH101 a Avicel RC 581 (FMC BioPolymer,
Irsko), laktosa — 100 MESH (DMYV International, Nizo-
zemi), povidon — Kollidon 90 (BASF, Némecko), oxid
hlinity, kaolin a oxid kfemicity — 35-60 MESH (vSechno
Sigma-Aldrich, USA), nalsit (Slovnaft VURUP, Sloven-
sko) a CiSténd voda. K impregnaci pfipravenych pelet se
pouZil dihydrogenfosfore¢nan draselny, hydrogenfosfo-
recnan sodny dihydrat a dextran (vSechno Sigma-Ald-
rich, USA), minerdlni voda Magnesia, upravena tkan
nucleus caudatus (Oritest, CR) a Slovasol S-10 (Slov-
chema, Slovensko). Ke kontrole aktivity a inhibice naim-
pregnovanych pelet se pouZil tetraboritan sodny deka-
hydrat, kyselina boritd a isopropylalkohol (vSechno
Dr. Kulich Pharma, CR), sklenéné kulicky naimpregno-
vané Ellmanovym roztokem a roztokem acetylthiocho-
linjodidu (soucast detek¢nich trubicek) a fysostigmin
(Sigma-Aldrich, USA).

Priprava pelet metodou extruze-sferonizace

200 g praskové smési sloZzené z mikrokrystalickych
celulos, laktosy a pfipadné anorganického plniva se
homogenizovalo ve vysokoobritkovém mixeru (Tefal
Kaleo, Francie) pfi rychlosti 1000 oticek za minutu po
dobu 5 minut. Ve stejném zafizeni byla tato smés vlhce-
na 13% roztokem povidonu rychlosti 70 ml/min. Zvlhce-
nd hmota se vpravila do jedno$nekového axidlniho extru-
deru Pharmex 35T (Wyss & Probst Eng., Svycarsko)
s pfepazkou, jejiZ pramér otvor ¢inil 1,25 mm a tlouStka
1,00 mm. Extruze pfi rychlosti 110 ota¢ek za minutu pro-
bihala 10 minut. Extrudat se zachytaval do misky
a umistil na béZici sferonizacni talii' sferonizeru Pharmex
35T (Wyss & Probst Eng., Svycarsko) s primérem 23 cm
a se Srafovanym vzorem — miizky velikosti 1,0 mm
a vzdalené od sebe 2,0 mm. Rychlost sferonizace byla
1000 otacek za minutu, doba 5 minut. Vzniklé pelety se
suSily v horkovzdus$né su$arné Horo (dr. Ing. A. Hof -
mann, Némecko) pii teploté¢ 60 °C po dobu 20 hodin.
SloZeni jednotlivych vzork pelet uvadi tabulka 1.

Hodnoceni fyzikdlnich a mechanickych vlastnosti
pripravenych pelet

U peletovych vzorkt se hodnotila distribuce velikosti
¢astic a k dalSimu hodnoceni se pouZzila frakce pelet
o praméru Castic 0,8—-1,25 mm, kterd byla z hlediska
velikosti optimélni jako népli detekCnich trubicek.

Tab. 1. SloZeni pelet a mnoZstvi vihciva

Z jakostnich parametr se sledovaly: sypnd a setfesnd
hustota, Hausneriv pomér, tvar (kulatost), pevnost, odér
a hustota pelet.

Distribuce velikosti ¢astic pelet se hodnotila sitovou
analyzou (pfistroj pro sitovou analyzu, Retsch GmbH &
Co. KG, Némecko) se sity o velikosti ok 0,25; 0,50;
0,80; 1,00; 1,25; 2,00 mm. Z naméfenych hodnot se
vypocital stfedni primér d podle vztahu:

2 xd
d= —— [1]
100

kde x, udava aritmeticky pramér velikosti ok horniho
a dolniho sita (mm) a d, je hmotnostni zastoupeni Castic
stejné velikosti i ve vzorku (%)>.

Sypné a setfesnd hustota se stanovovaly v pfistroji
ERWEKA (typ SVM 102, ERWEKA GmbH, Némecko)
tiikrat, poCet sklepnuti byl 12509. Z hodnot setiesné
(p,,5,) @ sypné (p,) hustoty se vypocetl Hausnertv pomér
(HR) dle vzorce:

P

1250
HR =

(2]
P{)

Kulatost pelet S, jako parametr tvaru Céstic, se vypo-
¢itala z povrchu A (mm?) a obvodu p (mm) stanoveného
obrazovou analyzou minimalné¢ 200 ks pelet (Leco IA
32, Leco Instruments, USA) podle vzorce”:

4TA

S = (3]
PZ

Pevnost pelet se méfila v Celistovém pfistroji (C5 Pel-
let Hardness and Compression Tester, Engineering Sys-
tem, Velka Britdnie). Zji§tovala se hodnota destruk¢ni
sily, ktera jednotlivé pelety rozdrtila (N). Hodnotilo se
10 kust pelet, zaznamenala se priimérna pevnost se smé-
rodatnou odchylkou®. Mechanickd odolnost pelet
v odéru se stanovovala tfikrat v pfistroji ERWEKA (typ
TAR 10, ERWEKA GmbH, Némecko) s upravenym
bubinkem z nerezové oceli z diivodu vylouceni ovlivné-
ni vysledki zkouSky statickou elektfinou. Hodnotilo se
10,0 g pelet zbavenych prachovych ¢astic, pfesné odva-
Zenych, které se v bubinku otacely spolu s 200 kusi skle-
nénych kuli¢ek o priméru 4 mm po dobu 10 minut pii
20 ota¢ek/min. Za odér se povaZovaly Castice mensi neZ

Vzorek ¢. 1 2 3 5 6 7 8 9
laktosa (g) 98,7 79,0 494 79,0 494 79,0 494 79,0 494
Avicel PH 101 (g) 81,0 64.8 40,5 64.8 40,5 64.8 40,5 64.8 40,5
Avicel RC 581 (g) 20,3 16,2 10,1 16,2 10,1 16,2 10,1 16,2 10,1
oxid hlinity (g) - 40,0 100,0 - - - - - -
oxid kiremidity (g) - - - 40,0 100,0 - - - -
kaolin (g) - - - - - 40,0 100,0 - -
nalsit (g) - - - - - - - 40,0 100,0
13% roztok povidonu (g) 75,6 75,6 75,6 98,3 147.4 64,3 64,3 64,3 64,3
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500 um. Hodnota odéru, hmotnostniho ubytku, se vyjad-
fila v % ®. Hustota pelet se méfila heliovym pyknomet-
rem (Pycnomatic — ATC, Porotec GmbH, SRN). Objem
vzorku o znidmé hmotnosti se stanovil po naplnéni
nadobky pyknometru plynem pod tlakem podle vzorce:

Vr
V=vV-— [4]
Pi_Pr
-1
Pf—Pr

kde v, je objem vzorku, V_je objem nddobky, V_je srov-
navaci objem, P, je pocatecni tlak, P, je srovnavaci tlak
a P, je konecny tlak®. Hustota pelet ) (g.cm™) je déna
rovnici:

r
p,= ; [5]
14

P

m, je hmotnost pelet v pyknometru (g), v je objem
pelet v pyknometru (cm?). Vysledky byly prumerem ti
stanoveni.

Impregnace pripravenych pelet

Impregnace probihala tak, Ze se 150 g pfipravenych
pelet na 15 min ponofilo do 100 ml impregnac¢niho roz-
toku. Poté se smés prenesla na odkapdvaci sita
a pfebyte¢ny roztok se nechal cca po dobu 1 hod. odté-
kat. Impregnacni roztok se ziskal smichdnim 50 ml roz-
toku, ktery vznikl rozpust€nim 0,095 ¢ KH,PO,, 1,068 g
Na,HPO,-2H,O a 5 g dextranu v mineralni vodé Mag-
nesia a 50 ml roztoku, ktery obsahoval 60 g upravené
tkané nucleus caudatus a 60 g Slovasolu S-10 v 6% roz-
toku dextranu pro infuzi.

Po odkapani piebyte¢ného roztoku se naimpregnova-
né pelety pfenesly do suSarny na suSici plochy vyloZené
filtraénim papirem. Rozlozily se do vrstev asi 1 c¢m sil-
nych a suSily se za obfasného promichéani (s frekvenci
asi jedenkrat za hodinu) pfi 36 + 5 °C a nuceném ob&hu
vzduchu po dobu 20 + 5 hod. VysuSené pelety se piene-
sly do vhodné plastové nddoby o objemu 0,5—1 1 a pfelily
se 0,3 1 minerdlni vody Magnesia. Smés se promichava-
la po dobu 1- 2 min. Po 5 min se pelety pienesly na
odkapavaci sita a znovu se susily za stejnych podminek
jako po impregnaci. Naimpregnované pelety se nasledné
nasypaly do filtra¢niho papirového sacku a vysousSely se
v hermeticky uzavieném sudu nad silikagelem po dobu
nejméné tfi dnl. Kontrola u¢innosti suSeni a stavu
vysouSedla se v priibéhu dosouSeni provadéla vizudlné
kontrolou zbarveni znaceného silikagelu. Takto naim-
pregnované pelety se uchovavaly v plastovych uzavie-
nych nadobach. Relativni vlhkost atmosféry pii tomto
kroku nesméla prekrocit 15 %.

Kontrola aktivity naimpregnovanych pelet a stanoveni
minimdlni inhibicni koncentrace

Priprava pracovnich roztokit
Tlumivy roztok pH 7,09: Tlumivy roztok se pfipravil
smichdnim 6 ml vodného roztoku tetraboritanu sodného

o koncentraci 19,108 g/l a 94 ml vodného roztoku kyse-
liny borité o koncentraci 12,404 g/1.

Roztok pro Ellmanovu reakci: Do malé kidinky se
nasypala cca 10 ml vrstva sklenénych kuli¢ek naimpreg-
novanych Ellmanovym roztokem a roztokem acetylthio-
cholinjodidu a pfidal se dvakrat vét$i objem tlumivého
roztoku, neZ byla vyska vrstvy sklenénych kuli¢ek. Smés
se protiepala a nechala 10 min stét.

Roztok fysostigminu: Pro pfipravu zkusebnich rozto-
ka fysostigminu se nejprve pfipravil zdsobni roztok
fysostigminu v isopropanolu o koncentraci 1 mg/ml.
Z tohoto zasobniho roztoku se fedénim vodou vytvofily
zkuSebni roztoky o koncentraci 0,2 ug, 0,5 ug, 1 ug,

2ug, 4ug 6ugadug/ml

Kontrola aktivity naimpregnovanych pelet

Sklenéné trubicky s primérem 0,5 cm se naplnily
naimpregnovanymi peletami do vySe asi 0,5 cm.
K vrstvé pelet se pfidala voda v takovém objemu, aby
byly pelety smocené. Voda nesméla piebyvat. Po 2 min
se pridalo stejné mnoZzstvi roztoku pro Ellmanovu reakci
a organolepticky se pozorovala zména zbarveni pelet
z bilé do Zluté v Case 0's, 30s,60s,90sa120s, 180 s,
240 s a 360 s.

Stanoveni minimdlni inhibicni koncentrace

Sklenéné trubicky s primérem 0,5 cm se naplnily
naimpregnovanymi peletami do vySe asi 0,5 cm.
K vrstvé pelet se pfidal roztok fysostigminu
o koncentraci 2 pug/ml v takovém objemu, aby byly pele-
ty smocené. Roztok nesmél prebyvat. Po 2 min se pridal
roztok pro Ellmanovu reakci a organolepticky se pozoro-
val vznik Zlutého zbarveni v Case 0 s, 30 s, 60 s, 90
sa 120 s. V pfipadé dostate¢né inhibice zlstaly pelety po
dobu 2 min bilé a koncentrace roztoku fysostigminu se
sniZzovala aZ do zji§téni minimalni inhibi¢ni koncentrace
roztoku fysostigminu. V pfipadé nedostate¢né inhibice
se pelety béhem 2 min zbarvily Zluté a koncentrace roz-
toku fysostigminu se zvySovala.

Vysledky a diskuze

Cilem experimentu bylo pfipravit metodou extruze
a sferonizace pelety pouZitelné jako sorbent v detekcnich
trubickach pro inhibitory acetylcholinesterasy a zjistit,
jak pfidavek anorganického plniva ovliviiuje vlastnosti
vyrobenych pelet z hlediska zamyS$leného ucelu. Mezi
pozadavky pro tento typ detekéniho systému patfila
vhodna velikost pelet (0,8—1,3 mm), dobré tokové vlast-
nosti, pravidelny, kulaty tvar, dostateCnd mechanicka
odolnost, dostatecna aktivita a citlivost naimpregnované
acetylcholinesterasy a moZnost organolepticky hodnoti-
telného barevného pfechodu bild — Zluta.

Velikostni distribuci pfipravenych pelety ukazuje
tabulka 2. MnoZstvi pfidaného vlh¢iva u jednotlivych
typt anorganickych plniv (viz tab. 1) je v souladu
s obecné platnym predpokladem, Ze pii pouZiti rozpust-
néjsiho plniva je k tvorbé pelet o dané velikosti zapotie-
bi mensiho mnozZstvi vlh¢iva neZ v pripad€é nerozpust-
nych plniv, a Ze vétsi podil praskovych mikronizovanych
¢astic vyzaduje diky svému velkému povrchu veétsi
mnozstvi vlh¢iva. Napiiklad k tvorbé pelet pii pouZiti ve
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vod¢ nerozpustného CaHPO, je potieba vét§iho mnoz-
stvi vlh¢iva neZ pfi pouZiti ve vodé rozpustné laktosy.
Pfi pouZiti Skrobu, ktery vlivem vlh¢iva bobtnd, je
potieba jesté vétSsiho mnozstvi vlhéiva nez v piipadé
CaHPO, * 7.

Tokové vlastnosti pfipravenych pelet se hodnotily
urCenim sypné a setiesné hustoty a naslednym vypocita-
nim Hausnerova poméru. Hodnoty Hausnerova poméru
vSech pripravenych Sarzi s vyjimkou SarZe 3 vykazovaly
podle tabulky hodnot Hausnerova poméru z CL 2009
vyborné tokové vlastnosti, Sarze 3 dobré tokové vlast-
nosti. VSechny vyrobené SarZe byly tedy z hlediska toko-
vych vlastnosti vhodné pro dalsi zpracovani (plnéni do
detekcnich trubicek).

Tokové vlastnosti Castic uzce souvisi s jejich kula-
tosti, kterd se zjiStovala metodou obrazové analyzy
(tab. 3). Naméfené hodnoty kulatosti byly vySSi neZ
0,8, a proto kulatost pelet vSech vyrobenych SarZi byla
vyhovujici': 12, Kulatost se zvySovala se zvySujicim se

Tab. 2. Velikosti pelet, jejich distribuce

obsahem anorganického plniva. K vys$si kulatosti vedla
zfejmé& priprava téZsich pelet, na které pusobila vétsi
odstfedivd sila pfi sferonizaci, protoZe pyknometrickd
hustota se zvySovala s rostoucim obsahem anorganic-
kych plniv (tab. 3). Ze kulatost souvisi s hustotou pelet,
potvrdili i jini autofi, ktefi zjistili pravideln&jsi tvar
u t€z8ich pelet s vétsim obsahem BaSO, oproti peletim
obsahujicim leh¢i CaHPO, ™.

Mechanické vlastnosti pelet (pevnost, odér) jsou dile-
Zité z hlediska dal§i manipulace s nimi. Pevnost vSech
pelet byla velmi dobrd, jeji primérné hodnoty se pohy-
bovaly v intervalu 7,18-15,20 N (tab. 3). ZvySovani
mnozstvi anorganickych plniv v praskové smési z 20 na
50 % pevnost pelet sniZzovalo, v jednom piipadé vyrazné
neménilo, jak je popisovéano i v literatufe® '¥. Vy$§i pev-
nost pelet s ve vodé rozpustnymi plnivy se vysvétluje
jejich niZ8i porovitosti. Rozpustna plniva se béhem pfi-
pravy pelet do urcité miry rozpousti a nasledné¢ béhem
procesu suSeni dochdzi k jejich rekrystalizaci vedouci

Vzorek Velikostni distribuce* Stiredni
< 0,25 0,25-0,50 0,50-0,80 0,80-1,00 1,00-1,25 1,25-2,00 > 2,00 prumér
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 0,11 1,29 7,25 29,89 46,18 15,28 0,00 1,089
2 0,00 0,46 6,87 34,15 37,05 21,48 0,00 1,120
3 0,00 3,67 27,09 48,24 16,22 4,15 0,63 0,87
4 1,49 4,30 13,10 30,45 40,42 10,24 0,00 1,143
5 3,29 12,20 21,65 31,59 27,59 3,67 0,00 0,845
6 0,10 0,83 3,96 16,42 41,06 37,62 0,00 1,250
7 0,00 0,43 3,41 16,45 37,38 42,33 0,00 1,280
8 2,69 7,73 17,47 24,69 36,51 10,92 0,00 0,956
9 2,93 9,91 22,39 21,81 24,21 18,76 0,00 0,960
Tab. 3. Fyzikdlné-mechanické vlastnosti pelet
Hausneruv Pyknometricka
Vzorek . Kulatost Pevnost (N) Odér (%)
pomér hustota (g/cm)
1 1,085 +£ 0,018 0,801 + 0,074 1,52052 + 0,00105 12,55 + 1,46 0,14 + 0,05
2 1,101 £ 0,010 0,846 + 0,033 1,70070 + 0,00065 15,20 + 1,59 0,03 + 0,02
3 1,120 + 0,000 0,856 + 0,028 2,06759 = 0,00139 9,03 + 1,37 0,30 + 0,15
4 1,093 £ 0,011 0,815 + 0,047 1,58959 + 0,00073 11,61 £ 2,21 0,18 + 0,11
5 1,010 + 0,057 0,835 + 0,035 1,75803 + 0,00256 7,18 + 1,34 1,02 + 0,16
6 1,094 + 0,015 0,830 + 0,047 1,66466 + 0,00019 13,07 + 1,36 0,06 + 0,04
7 1,061 + 0,000 0,840 + 0,055 1,92131 + 0,00321 11,08 + 1,49 0,23 + 0,10
8 1,108 + 0,001 0,815 + 0,051 1,59265 + 0,00111 10,90 + 1,74 0,24 + 0,12
9 1,098 + 0,007 0,840 + 0,033 1,71100 = 0,00112 11,42 = 1,21 0,21 £ 0,06
Tab. 4. Kontrola aktivity naimpregnovanych pelet a stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace
Vzorek ¢. 1 2 3 4 5 6 7
cas dosaZeni Zlutého
zbarveni pri kontrole 60 360 60 90 90 300 > 360
aktivity (s)
minimalni inhibiéni
koncentrace (g/ml) 6 0,5 2 8 >8 <0,2 <0,2
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k niz8i porovitosti a vétsi pevnosti'®. Nejnizsi pevnost
mély pelety s vy$§im obsahem mikronizovaného oxidu
kfemicitého (Sarze 5). Odér pelet se mé podle literatury
pohybovat do 1,7 %'. Z hlediska vyuziti pfipravenych
pelet bylo hodnoceni odéru diilezité proto, aby béhem
manipulace s peletami nedoSlo k jejich rozpadu
a k tvorb& velmi nezddoucich malych ¢astic. Hodnoty
odéru byly vyhovujici, pohybovaly se v rozmezi
0,03-1,02 % (tab. 3) a korelovaly s pevnosti pelet.

Kontrola aktivity a stanoveni minimalni inhibi¢ni kon-
centrace naimpregnovanych pelet se nezkousely u pelet
s obsahem nalsitu, protoZe vzhledem k jejich vysledné-
mu Sedému zbarveni nebyl barevny prechod bila — Zluta
dostate¢né patrny. Naopak pfidavek oxidu kfemicitého
zpusobil vznik pelet s vyrazné bélejSim zbarvenim
v porovndni s ostatnimi vzorky, a tedy barevny pfechod
bila — Zlutd byl na téchto peletach patrny lépe.

Kontrola aktivity se zaklddala na Ellmanové reakci.
V pripadé dostatecné aktivity na peletdch imobilizované
acetylcholinesterasy se pelety zbarvily Zlut€¢ do 2 minut
od pfidani roztoku pro Ellmanovu reakci'®. Tomuto
pozadavku vyhovovaly SarZe bez ptidavku anorganické-
ho plniva a SarZe s 20 a 50% obsahem oxidu kiemicité-
ho a s 50% obsahem oxidu hlinitého (tab. 4). Ostatni Sar-
7e vykazovaly nizkou aktivitu. Z ¢ast dosaZeni Zlutého
zbarveni se zjistilo, Ze pfidana anorganicka plniva akti-
vitu enzymu sniZovala.

Zkousky inhibice pelet se délaly s pouZzitim fysostig-
minu, ktery se ve form& roztoku pfidal k testovanym
peletdm. Po 2 minutdch se pfidal roztok pro Ellmanovu
reakci. Organolepticky se zjiSfovala minimalni koncent-
race fysostigminu, kterd je schopna do 2 minut inhibovat
acetylcholinesterasu, tedy po dobu 2 minut inhibovat
barevny ptechod z bilé do Zluté. Maximalné se testovalo
s koncentraci fysostigminu 8 pg/ml, protoZe vyssi kon-
centrace znamenala nedostateCnou citlivost detekce
fysostigminu ve vod&'®. Ze Sarzi vykazujicich dostatec-
nou aktivitu acetylcholinesterasy byla nejniZ$i inhibi¢ni
koncentrace fysostigminu zjiSténa u SarZe s obsahem
50 % oxidu hlinitého.

Zavér

Metodou extruze/sferonizace se pripravily SarZe pelet
bez a s obsahem anorganickych plniv. VSechny pfiprave-
né SarZze mély vhodné fyzikalné-mechanické vlastnosti
pro pouZziti jako néaplii do detekcnich trubicek. PoZada-
vek dostatecné aktivity a citlivosti naimpregnované
acetylcholinesterasy splnil vzorek bez ptfidavku anorga-
nickych plniv a s pfidavkem 50 % oxidu hlinitého
a s pfidavkem 20 % oxidu kfemicitého. Pelety s obsahem
20 % oxidu kiemicitého byly vyrazné bélejsi, a tedy

vhodnéj$i k organoleptickému sledovéni barevného pte-
chodu bilé — Zluta. Pelety s obsahem 50 % oxidu hlinité-

Xz ot

ho vykazovaly nejvyssi citlivost k detekci inhibitor( ace-
tylcholinesterasy.

Stiret zajmu: Experiment byl vypracovan ve spoluprici s firmou
Oritest spol s r.o.
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