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(54) Spésob pripravy chromogénneho $krobového substratu na stanovenie
aktivity glukoamylazy

1

Vynédlez sa tyka spOsobu pripravy chromogénného Zkrobového substrdtu na stanovenie gluko;
amyldzovej enzymovej aktivicy.

Rychle, jednoduché a spolahlivé testy na kvalitativne a kvantitativne stanovenie enzymo-
vej aktivity stali sa v praktickom Zivore nepostradatelnymx.

K najprogresivnejdim metodam stahovenxa drovne enzymovej aktivity glukdn-glukédnohydro-
ldz patri kolorimetrickd metdda zaloZend na‘tdm; %e ako testovaci substrdt sa pouZije vhodny
nerozpustny polysacharid s kovalentne vxazanym fatblvom. .

Chromogénny, nerozpustny polysacharxdovy gél sa vplyvom pritomnej enzymove; hydroldzy
Stiepa na rozpustné ftiepne produkty, k;oré spolu 8 viazanym farbivom prechddzaji do roztoku,
prifom intenzita farby roztoku je linedrne dmernd komcentrdcii produktov hydrolyzy a tym aj
koncentrdcii pritomného enzymu.

Tak napr. v pripade testovania alfa-amyldzovej enzymovej aktivity moZno s vyhodou pouzit
ako substrdt chromogénny 3Zkrob, t. j. Eafebni polysacharid s vdzbami alfa/1-34/, kﬁoré sa
d€inkom enzymu alfa-amyldzy Stepia [J. Kenedyt Advances in carbohydrate chemistry and bioche~-
wistry, 29, /1974/, stxr 350-357, L. Kuniak, J, Zemek /és., AO &. 192 210/J, »

Na ziklade vysledkov vyskumu v‘tejtb‘oblasti sa zistilo, %¥e ¥pécificky sietovany Skrob
s velmi vysokym napifacim objemom vo vode 12 aZ 20 ml/g po kovalentnom naviazani farbiva je
vynikajdcim substrdtom aj pre enzym glukoamylazu, /st-~1,4=glukdn glukohydroldzu, EC 3.2.1.3/
tak, Ze je ho moZné pouZit vyhodne na kolorlmett1cke stanovenie glukoamyldzy,

‘ Podstata vyndlezu spofiva v tom, Ze z¥miakovy Skrob sa v prvom stupni zosietuje v 0,1 M~
aydroxide sodnom za pouZitia 0,1 aZ 1,0 % epichlarhydrinu na hmotnost suchého §krobu, po dobu
2 a% 24 hodin pri teplote miestnosti za stidleho miefania pri pomere kvapalnej a pevnej fédzy
2:1, v druhom stupni sa nechd zosieteny Zkrob reaéovat s dvojsodnou‘solou kyseliny 8-~amino-
-5-[3-/su1£oetylsulfony1/ anilino]-6-antrgchinonsu1f6novej v mno¥stve 4 a% 20 2 na hmotnost
suchého ¥krobu v 0,7 a¥ 1,07 hydroxide sodnom pri pomere kvapalnej a pevnej fdzy 10:1 aZ

- 10415 'pri teplote miestnosti.po dobu 1 a% 2 hodiny, nado sa reakind zmes neutralizuje ekvi-

203676 o

ik



203676 . ' 2

valentnym mnoZstvom kyseliny octovej a nakoniec sa chromogénny ¥krob premyva na filtri eta-
nolom o koncentrdcii 40 a% 50 X do bezfarebnej reakcie filtritu.

Najvfhodnej8i zo Zkrobov je Skrob zemiakovy pre jeho vysokid chemickd Zistotu, relativme
velké rozmery zrma a dobrid filtrovatelnost.

Sietovanie s eplchlorhydrinom je volené tak, aby napidlaci obJem hotového chromogénneho
§krobového gélu sa pohyboval v medziach 12 a% 18 ml/g, &o je zdrukou velmi vysokej citlivosti
na glukoamyldzu, Pri niZSich hodnotéch stupfia napdlania je substrdt nedostatolne citlivy pre
rychle sériové meranie glukoamyldzovej enzymovej aktivity. Optimédlna doba siet;Qania pohybuje
sa za reak&nych podmienok éredmetu vyndlezu okolo 4 hodin. Po prvom stupni sietovania, pridd-
vanim ;oztoku farbiva v alkalickom roztoku Skrob asi do dvoch mindt vytvori pevny gel, ktory
sa nedd mieZat a preto reakcia viazania farbiva prebieha staticky bez mieZania. Nie je to
viak na prekdZku rovnomernému priebehu reakcie viazania farbiva na Zkrob, pretofe farbivo sa
priddva v rozpustenom stave a reakind zmes sa dostatoéne zhomogenizuje pokial zoZelatinuje
do takého atupifia, ze sa miefanie musi zastavit,

Po ukonleni reakcie naviazania farbiva pridanim kyseliny octovej v zriedenom etanole
/1:1/ sa tuhy Skrobovy gél prevedie na riedku suspenziu, ktord sa opit mdle lahko mieZat
a dobre filtrovat,

Premjvanie je najpomaldi tecpnologickf stupedl pripravy, nakolko voIué nezreagované farbi-
vo sa musi kvantitativne z gélu vymyt,aZ je filtrdt dplne &iry. ObyZajne sa na to spotrebuje
70-aZ 100ndsobok zriadeného etanolu na hmotnost pbvodného Skrobu.

Ked je premyvanie ukonlené, nakoniec sa gél viacuisobne premyva na Filtri koncentrovanym
etanolom, aby sa dokonale odstrdnila voda. Ak sa voda nedostatolne vytesni etanolom, ygél
pri sufeni vytvédra tvrdé hrudky &o je neZiaduce, nakolko by sa musel suchy gél pomliet.

Makoniec sa etanol z gélu odstrdni suSenim volne na vzduchu alebo v sufiarni pri teplote
‘80 az 100 °c.

Suchy chromogénny, sietovany ¥krob md napiaci objem vo vede 14 ml/gz a je vybornym
substratom pre kvantitativone stanovenie glukoamyldzy.,

Pochopltelne, pripraveny gél je rovnako dobrym substrdtom aj pre alfa-amyldzu, Preto
vo vzorkdcn, kde sa sdifasne vyskytuje tak alfa-amyldzovd ako i glukoamyldzovd aktivita,
najprv sa stanovi alfa-amyldzovym testom alfa-amyldzovd aktivita, v druhom stanoveni v novej
vzorke sa stanovi alfa-amyldzovd i glukoamylédzovd enzymovd aktivita pomocou navrhovaného
jkrobového substrdtu v tabletovej forme a ich rozdiel zodpovedd samotnej glukoamyldzovej akti-
vite, .

Vyhodou navrhovaného spdsobu pripravy chromogénneho fkrobového substrdtu pre stanovenie
glukoamyldzovej aktivity je, Ze .

umo#fiuje pripravu chromogénneho Zkrobu vo forme tabletiek, ktoréd spliajd ndro&né poiadav~
ky klinickej a prevddzkove]j praxe pri sériovej analyze enzymovej aktivity,

prepardt sa mdZe vyrdbat z domdcich lacnych surovin pomernme velmi jednoduchym technolo-
gickym postupom;

' vyrobnd cena pripraveného prepardtu je mnohondsobne ni%3ia ako cena obdobaych prepardtov
na svetovom trhu,
pri kombindcii 8 alfa~amyldzovym testom umoZfiuje stanovit vedia seba tak alfa-zayldzovi

ako i glukoamyldzovi enzymovd aktivitu.
Priklady prevedenia
Priklad 1

vV 380 ml 0,1 M NaOH sa rozpusti 2 ml epichlorhydrinu pri teplote miestnosti potom sa
pridd za staleho m1e§auxa 220 g vzduchosuchého zemiakového Skrobu a nechd sa reagovat za
stdleho mieSania pri teplote miestnosti 'po dobu 4 hodin. V osobitnej kddidke sa rozpusti
14 g pevného NaOH v 1 200 ml vody & v dalfej kddi&ke osobitne sa rozpusti 8 g dvojsodnej
soli kyseliny 8—amino—5-[3-/sulfoetylau1fony1/anilino]-6-antrachigonsu1£5uovej /Remazol i
Brilant Blue R/ v 400 ml vody. Obidva roztoky po vychladeni na 20 °¢c sa zleji dohromady a pri-
dd sa naraz do reak®nej banky so sietovanym Skrobom, reakéﬁé zmes sa dobre zamie$a a asi po

2 mindtach sa zmeni na husty gél, ktory sa nechd 90 mindt bez mie3ania doreagovat. Potom do
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reak&nej banky sa vlejé asi 200 ml zriedendho etanolu /t:1/, do ktofého sa pred tym pridalo
20 ml koncentrovanej kyseliny octovej. Reakénd zmes zredne, dobre sa zamieZa po dobu 5 mindt
a filtruie'sa cez skleneny filter., Na filtri sa premyva zriedenym etanolom /1:1/ tak dlho

az filtrdt je ipine bezfarebny. Nakoniec Skrobovy gél sa premyva na filtri koncentrovanym
etagolom. Etanol sa dokonale odsaje a §krobovi gél sa su3i na vzduchu alebo v suﬁiarni‘pri

teplote 80 a¥ 100 °c. Suchy Skrobovy gél ma napiSaci objem 14 ml/g.
Prikilad 2

Postup podla prikladu 1, s tym rozdielom, Z%e doba siefovania sa kriti na 2 hodiny, a da-

lej sa pokraZuje ako v priklade 1. Bkrobovy gél m& napilact objem 16 ml/g.
Priklad 3

Postup podla prikladu 1, s tym rozdielom, Ze sa pouZije 10 g dvojsodnej soli kyseliny
8—amino—5—[3—/sulfoetylsulfonyl/anilino]-6—antrachinonsulf5novej.~Pripraven§ gél sa dlh¥ie
premyva, ale obsahuje viac viazaného farbiva,t. j. je citlivej3i pri analytickych stanovenych

enzymovyeh aktivit,
Priklad 4

Postup podla prikladu 1, s tym rozdielom, Ze sa pouZije 0,2 ml epichldrhydrinu a sietova-
aie prebieha pri teplote miestnosti po dobu 24 hodin a na farbenie sa pouZije 40 g dvojsodnej
soli kyseliny B-amino—s-[3—/sulfoetylsulfonyl/ahilino]-6~antrachinonsulfanovej. VYysledny suchy
chromogénny ¥krobovy gél mé napifaci objem 18 ml/g.

Vyndlez md uplatnenie viade,kde je potrebné sledovat droved glukoamyldzovej aktivity
éi pi v priemyslovej praxi dalej vo vyskume pri testovani mikroorganizmov na glukoamyldzovy

enzymovi aktivitu, a v klinickej praxi pre diagnostické ddely niektorych ochoreni.
PREDMET VYNALE zU

Spbésob pripravy chromogénneho substrdtu na stanovenie aktivity glukoamyldzy, vyznaleny
tym, Ze zemiakovy 3Zkrob sa v prvom stupni zosietuje v 0,1 M hydroxide sodnom za pouZitia
0,1 a% 1,0 % epichlérhydrinu na hmotnost suchého gkrobu, po dobu 2 a3 24 hodin pri teplote
miestnosti za stdleho mieéénia pri pomere kvapalnej a pevnej fdzy 2:1, v' druhom stupni sa nechid
zosieteny 3krob reagovat s dvojsodnou solou kyseliny 8—amino—5—[3—/su1foetylsulfony1/anilinqj
—6-ancrachinonsulf6novej v mnoistve 4 afZ 20 % na hmotnost suchého §krobu v 0,7 az 1,0% hydr&-
xide sodnom pri pomere kvapalnej a pevnej fizy 10:1 a3 10:15 pri teplote miestnosti po dobu
1 aZ 2 hodiny, nalo sa reakZnd zmes neutralizuje ekvivalentnym mno¥stvom kyseliny octovej
4 nakoniec sa chromogénny Zkrob premyva na filtri etanolom o koncentrdcii 40 a% 50 % do bez-

farebnej reakcie filtrdtu,

’ Severografia, n. p. zivod 7. Most
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