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Vynélez sa tyke spdsobu.pripravy chromogénneho skrobu vhod-
neho pre detekciu izoenzymov alfa amylézy.

Chromogenné substrdty stali se v poslednych rokoch velmi
dobrymi pomocnikmi pri stanoveni Grovne rdznych enzymovych akti-
vit v biologickjch tekutindch, &im je moZné spolehlivo potvrdit
alebo vyludit niektord druhy internych ochoreni. S4i teda nepo-
strédatelné v modernej diagnostickej klinicke] prexi [?harmacia
AB: Clinical end technical information (1972), J. Kenedy: Advan-
ce in cerbihydrate chemistry and biochemistry, 29, 350, (19742].
Tak napr.velmi rozdirenym klinickym testom je stanovenie Urovne
elfa amyldzy v krvnom sére a v moi pecienta. Hodnota aktivity
alfe emylédzy v biologickych tekutindch umoZiuje stanovit funkdné
poruchy penkreasu pripadne niektoré infekéné choroby'[knniak L.,
Zemek Jo: A.Oe 3o 192210, 192202, Kuniak L., Zemek J., Gergel J.:
4.0, &. 202761f

Pri niektorfeh chorobdch najmd v ich podéiatodnych 3tddidch
mo¥no vyuZit vysledky hodndt stanovenia pomeru izoenzymov alfe
amylédzy v biologickfch tekutindeh. Izoenzymy alfa amyldzy sa v
sidasnej dobe stanovuju elektroforetickjm delenim na vhodnom gé-
le a po elektroforéze sa prevedie detekcia rozdelenfch izoenzy-
mov vhodnym detekdnym &inidlom.

Jednym z moZngch spésobov detekcie izoenzymov alfa amylézy
je detekcia pomocou farebného Skrobu so 3pecificky velmi vysokou
citlivostou ku enzymovej aktivite izoenzymov alfa amyldzy.

Priprevu tekéhoto chromogénneho substrétu ne béze Skrobu
s velmi vysokou citlivostou riedi tdto prihldska vyndlezu.
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Podstata vyndlezu spdsobu pripravy chromogénneho skrobu pre
detekciu izoenzymov alfa amyldzy spoliva v tom, Ze zemiakovy
Skrob sa v prvom stupni sietuje v 0,1 mol hydroxide sodnom pri
teplote 15 a% 25 °C po dobu 18 a% 24 h za pou’itia epichlorhyd-
rinu v mmoZstve 0,03 aZ 0,1 % poéitané na hmotnost suchého 8kro-
bu a za sgifasného pouZitia elektrolytu s vyhodou sirsnu sodného
a/alebo octanu sodného v mnoZstve 30 aZ 50 % potitané na hmotnost
suchého 8krobu, nado sa v druhom stupni na zosietovany skrob ko-
valentne navia¥e farbivo s vyhodou dvojsodnd sol kyseliny 8-amino-
-5—[}-(su1foetylsulfonyl)aniliné]e6-antrochinonsulfonovej Vv mnoz-
stve 10 a% 15 % poditané na hmotnost suchého 8krobu v alkalickom
prostredi pri teplote 15 aZ 25 °C po dobu 1 a% 3 h, pri koncen-
trédcii hydroxidu sodného 0,7 aZ 1,0 % hmot. & koncentrdcii po-
mocného elekirolytu a zemiskového Skrobu 3 aZz 7 % poéitané na
hmotnost reak$ného roztoku a v tretom stupni sa chromogénny 8krob
kvantitativne zbavi voIného farbiva premyvanim vodnym roztokom
alkoholu a/alebo aceténu s vfhodou zriedeného v pomere 1:1.

Chromogénny Skrob pripraveny podle postupu prihldsky vyndle-
zu mé velmi vysoky napiBaci objem vo vode (12 aZ 20 ml/g), 8o je
prvym nevyhnutnym predpokladom vysokej citlivosti substrdtu k en-
zymovej ektivite. Obsah viazaného farbive sa pohybuje okolo 12 az
16 % hmot., o je rovnako optimédlne mmoZstvo pre zachovanie maxi-
mélnej citlivosti substrétu k aktivite izoenzymov alfa amyldzy.

Pouzitie pomocného elektrolytu zabezpeduje vys8iu déinnost
sietovacej reakcie epichlérhydrinu a rovnako vyZsiu déinnost ko-
valentného viezania farbiva ze pouZitych reskénych podmienoke.

Pri premyvani farebného Skrobu sa mbZe pouzit jednek prieme
premyvenie na vhodnom filtri, taktieZ sa mbZe premyvat dekentd-
ciou, .alebo pomocou kontinudlnej odstredivky. '

Po dokonalom vymyti nezreagoveného farbiva sa z premytého B8kro=
bu vytesni voda premyvanim etanolom alebo aceténom za pouZitie
koncentradného gradientu aby sa nevytvorili zo s8krobu tvrdé agre-
géty, ale jemny présok. '

Pri technologickych operdcidch je velmi d8leZité aby nedo3-
lo ku kontaktu chromogénneho skrobu s prstemi lebo aj nepatrné
stopy alfa emyldzy pritomné na pokoZke mbéZu viest ku enzymatic-
kej hydrolyze chromogénneho substrétu.
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Tektie¥ je dd6leZité, aby sa pripraveny produkt podes vyroby ne-
kontaminoval mikroorgenizmami, ktoré si schopné degradovat
ol (1=>4) glukdny.

Vjhodou navrhovaného spSsobu pripravy chromogénneho 8krobo-
vého gélu pre detekciu izoenzymov alfa amyldzy je, Ze poskytuje
vysoko citlivy gél s homogennou distriblciou kovalentne viezané-
ho farbive, je energeticky nendroény, lebo vietky reakcie 1 tech-
nologické operdcie prebiehaji pri laboratérnej teplote, priom
zabezpeduje vysokd ddinnost sietovacej reekcie a kovalentného via-
zania farbive na Skrobovy substrdt. |

Priklad 1

Do 1000 ml vody sa rozpusti 4,5 g hydroxidu sodného a 250 g
octanu sodného. Po dokonalom rozpusteni sa ze stdleho miedania
pridd 0,4 ml epichldérhydrinu a roztok se miefia asi 5 min. kedy
je epichldérhydrin rozpusteny. Potom sa za stdleho miedania pri-
d4 560 g zemiakového Skrobu (sufina 89 %) a reakdénd zmes se
mieSa 2 h pri leboratdrnej teplote. Po dvoch h sa mieSanie zas~-
tavi & nechd sa staticky reagovat 24 h pri leboratdrnej teplote.
Po 24 h se zapne mieSenie & pridéd sa 6,5 litra vody v ktorej sa
predom rozpustilo 100 g farbiva dvojsodnd sol kyseliny 8-amino-
-5—[5-(sulfoetylsulfonyl)anilinéjl6-antrachinonsulfogovej a 70 g
hydroxidu sodného a nechd sa reagovat 2 h pri laboratdrmej tep-
lote. Po ukondeni reakcie sa reakind zmes neutralizuje so 100 ml
konc. kyseliny octovej zriedenej s vodou v pomere 1:1 a reakénd
zmes sa mieda aspoil 5 min.

Potom sea do‘reakénej zmesi pridd 7,5 1 etanolu a filtruje sa cez
sklenny filter a na filtri sa premyva tak dlho zriedenym etano-
lom (1:1) aZz je filtrédt bezfarebny.

Potom se na koniec premyvea postupne stédle koncentrovanejsim eta-
nolom a% nakoniec bezvodym a chromogénny Skrob sa po dokonalom
odsati etanolu susi voIne na vzduchu alebo v sudierni pri 60 °C.
V§sledny produkt mé nepddeci objem 15 ml/g a obsah viazaného far-
biva 15,2 % hmot.

Prikled 2

Postup podla prikledu 1, s tym rozdielom, Ze na sietovenie
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sa pouZije len 1,33 ml epichldrhydrinu.
Vysledny produkt mal napidaci objem 22 ml/g a obsah farbiva
15,5 % hmot .

Prikled 3

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom, %Ze se pouZilo na
farbenie Skrobu 75 g farbiva. ,
Vysledny produkt mal napidaci objem 14 ml/g a obsah viazaného
farbivea 11,5 % hmot. .

Vynédlez méd pouZitie v klinickej diagnostike porich meta-
bolizmu uhlohydrétov a v zdkladnom vyskume pri 8tddiu izoenzymov
alfa amyldzy. Chromogénny Skrob pripraveny podla tejto prihldsky
vyndlezu splia vietky kritérid i pre pripravu testovaclch tablet
ne stanovenie glukoamyldzy v biologickych tekutindch, ktora je
jndikdtorom niektorfch néddorovych ochoreni.
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SpSsob pripravy chromogénneho Bkrobu pre detekeiu izoenzy-
mov alfe amyldzy, vy zna & en y tym, %e zemiakovy Skrob sa
v prvom stupni sietuje v 0,1 mol hydroxide sodnom pri teplote
15 a% 25 °C po dobu 18 a% 24 h za pouZitia epichlorhydrinu v mnoZ-
stve 0,03 a% 0,1 % poditené na hmotnost suchého Zkrobu a za si-
¢asného pouZitia elektrolytu s vyhodou sirenu sodného a/alebo
octenu sodného v mnoZstve 30 aZ 50 % poditané na hmotnost suché-
ho ¥krobu, nao sa v druhom stupni na zosietoveny Skrob kovalent-
ne naviaZe farbive s vyhodou dvojsodnd sol kyseliny B-amino=5-
-[}-(sulfoetylsulfonyl)aniliné]-6—antrachinoneulfonovej v mnoZ-
stve 10 aZ 15 % poditané na hmotnost suchého Bkrobu v elkalickom
prostredi pri teplote 15 a% 25 °C po dobu 1 a% 3 h, pri koncentrd-
cii hydroxidu sodného 0,7 a% 1 % hmot. a koncentrdcii pomoeného
elektrolytu a zemiakového Skrobu 3 a¥ 7 % poditené na hmotnost
reakiného roztoku a v tretom stupni sa chromogénny Skrob kvanti-
tativne zbavi volného farbiva premfvanim vodnym roztokom alkoho-
lu a/alebo acetdnu s vyhodou zriedeného v pomere 131,



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

