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8inidlo ke stanoveni aktivity alfa-amylésy.
V klinické biochemil slouZi zvySend aktivi=-
ta k disgnostice akitnich p¥ihod podjaterni
krajiny, hlavné pankreatid a k diagnostice
paratitid. Stanoveni aktivity aelfa-amyldsy
mé vyznam nejen v humdnni ale i ve veteri-
nérni medicind. Cinidlo pro stanoveni aktie
vity alfea-amyldzy ve formé tablety nebs vod=-
né suspenze sestdvd z danfch mnoZstvi upra-
veného Bkrabu, stabilizdtoru pH‘éinidla, ak~
‘tivé.torﬁ reakéniho systému, chloridi alka=
lickych kovl, elbuminu, polyvinylpyrrolido-

au v uréityeh pomdrech,
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Phedmétem vyndlezu je &inldlo ke stanoveni aktivity alfa~amylésy.

Pro stanoveni akiivity elfa-amyldsy (alfa=1,4-glukan=4-glukanohydroldsy EsCe3e3elels)
byla navrZena celd Fada postupl zalofenych na schopnosti alfa-amyldsy &tépit Bkrob a jeho
slo¥ky amyldsu a amylopektin.

P¥ihlédneme=1li k zplisobu vyuziti pribdhu lytické reakee pro analytické dely, lze roze
délit postupy do 8ty# skupin.

Do prvni skupiny pat¥i metody sacharometrické, urdujfci aktivitu z p¥irdstkd redukue
Jicich skupin. Vzhledem k tomu, ¥e aktivita enzymi se urduje jéko mnoZstvi rozdtépenych va-
zeb substrdtu ze sekundu, je jeji sacharometrické urdeni, oproti postupim zbylych t%f skue

pin, pom&rnd jednoduché.

Do druhé skupiny pat¥i postupy amyloklastické, urdujici aktivitu z poklesu koncentra=-
ce toho podilu substrdtu, ktery je schopen vytvoiit s jodem modie zbarveny komplex. Do této
skupiny je tieba zafedit metody viskozimetrické a nefelometrické, viechny jsou v podaetatd
funkei molekulové véhy substrétu.

T¥et{i skupinu metod, rozvijejicich se v soudasné dobd, p¥edstavuje postupy chromolye
tické, u nichZ se urduje aktivita z piirdstkd #tépnych priduktld vaniklych plsobenim enzye
mu na kovalentné obarveny &krob. P¥i vhodné Upravd postupu lze pak docflit toho, Ze me gle~
duje vznik nizkomelekuldrnich ¥t¥pnjch produktd, &im? se modeluje pseudosacharometricky

charakter postupu.

Do &tvrté skupiny lze zafadit metody, které nemaji urfeny profil jednoznadn¥. Pat?{
sem postupy enzymatické, zaloZené v podstat¥ na enzymetickém stanoveni maltdzy. Malteza se

stenovi pomoci vhodné enzymatické reakoe na glukosu, Hexokindsa, glukosodehydrogendsa.

Soudasny metodicky rozvoj je spojen se stdle rostoucim fiznamem stanoveni alfa~-amyld-
ay. Tak v ilinické biochemii zvyfend aktivita slouZi k disgnostice akutnfch p¥fhod podje=-
tern{ krajiny, hlavné pankreatid a k diagnostice paratitid. Stanoveni aktivity alfae-amyld-
sy mé vyznam nejen v humdnni, ale i ve veterindrni medicin3. § néstupem vyuZivini modernich
biloinZenyrskych postupl jako kotvené enzymy apodobnd se tento vyvo] promitd v béEné bioche=
mické praxi. Pro rutinni provoz se nejdastdji u¥ivd metod druhé a t¥et{ skupiny, které umoi-
nuji velmi jednoduchd provedent postupu. Jejich nevyhodou, spolednou i pro metody Stvrté
skupiny je, ie.neni mo¥né p¥imé zjidtdni sktivity anmlyzovaného produktu, %e je nutnd kae
librace. V soudasné dob¥& se rozvijimetody t¥et{ skupiny a v souladu s rozvejem automatice
kioh analyzdtori i specidlni enzymové postupy Stvrté skupiny. 2 ekonomického, analytického
i prektického hlediska pro b&Znou praxi se jevi nejilelndj¥i vyuiivéni metod t¥eti skupiny.
SpPefené enzymové metody Jsou ekonomicky znadné nédro¥ndj¥i, a to jak z hlediska slofeni
reakéni sm8si, tek z hlediska provedeni, nebot poddtedni pribéh reakce Je nelinedrni., Jsou
vyu#ivdny pouze u ndkterych druhd autometickfch anelyzdtord. ‘

Z v§Se uvedenyoh divodld vyplyvé, %e u chromolytickyich metod pro stanoveni alfa-smyld-
sy se soust¥eduje pozornost nejvice na Jednoduchost a sprévnost poatupﬁ a provedeni. Z tdch=

Yo divodl se roz¥ifuje u¥iti komerdnich pFipravks v podobé roztokd nebo tablet. Takto



upravend ¥inidla jsou zvlddt vyhodnd, protofe umoZnuji pohodlné startovdni enzymové reakce

substrdtem dle mezindrodnich doporudeni.

¢inidla v podobé tablety se musi dostatednd rychle rozpasdnout a musi zajistit pro
vlastni reakei snadné odddleni supernatantu od nerozpustnych zbytkd tablety. U n¥kterych
stdvejicich teblet se vdak setkdvdme s tim, %e se prdvé tyto zbytky téfko odstranuji a zvy-
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fuje se tim pracnost a jasou i p¥iinou chyb p¥i vlastnim mé¥eni.

VySe uvedené nevyhody podstatnd omezuje slofeni &inidla podle vyndlezu. Jeho podstata
spodivd v tom, %e ¥inidlo pro stanoveni aktivity alfa-amyldésy sestdvd z 25 e 95 % hmotnost-
nich upraveného &krobu, 4 af 20 % hmotnostnich stabilizdtoru pH &inidla v rozmezi hodnot
6,5 af 7,5, 1 a% 55 % hmotnostnich aktivdtord reakdniho systému, nap¥iklad kyseliny cholo=
vé nebo jejich derivédtd, chloriddl alkalickych kovi, nap¥iklad sodného nebo draselného, al=
buminu, polyvinylpyrrolidenu nebo jejich smési, nap¥iklad smés kyseliny cholové, chloridu
sodného a albuminu v hmotnostnim poméru 1 ku 5 ku 20 aZ 1 ku 25 ku 100 nebo smés kyseliny
desoxycholové, chloridu sodného a albumimu v poméru 1 ku 4 ku 20 aZ 1 ku 30 ku 100 nebo
sm¥s kyseliny cholové, chloridu draselného a polyvinylpyrrolidonu v poméru 1 ku 8 ku 10
a¥ 1 ku 20 ku 50, Ginidlo s vyhodou obsshuje 20 aZ 30 % hmotnostnich stabilizdtoru vodné
suspenze, nap¥iklad bentonitu, telku, mikrokrystalické celulosy, keloidniho kysli&niku k¥e
miditého, kyslidniku titaniéitého, k¥emeliny nebo jejich sm¥si, nap¥iklad smés koleoidniho
kyslidniku k¥emiditého, mikrokrystalické celulosy a k¥emeliny v hmotnostnim poméru 1 ku 5
Xu 10 a¥ 1 ku 20 ku 100 nebo smés koloidniho kyslidéniku k¥emiditého, bentonitu, mikrokry-
stalické celulosy a k¥emeliny v hmotnostnim poméru 1 ku 1 ku 3 ku 6 aZ 1 ku 2 ku 10 ku 50
nebo smés koloidniho kyslidnfku k¥emiditéhec, bentonitu, talku, mikrokrystalické celulosy
a k¥emiliny v hmotnostnim poméru 1 ku 2 ku2 ku 5 ku 5 aZ 1 ku 3 ku 5 ku 10 ku 50. Upraveny
Zkrob je s vfhodou frekcionovand presrdieny obarveny Skrob, jeho sloZky nebo jeho frakce.
Jako stabilizdtoru pH v. rozmezi hodnot 6,5 a% 7,5 se s vybodou pou¥ije fosfdtovy tlumis,
tris(hydroxymethyl)~-aminomethanovy tlumi& nebo tlumié ne bdzi derivdtl kyseliny barviturové.

Touto dpravou dinidla se ziskd snadno odstranitelny zbytek i giry supernatant. Slofe=
n{ 3inidla je voleno tak, aby po p¥iddni do inkubadniho roztoku se vytvo¥ila stabilni sus~
penze. PouZité pomooné létky jsou volené tak, aby po zastaveni reakce strhly zbytky sub-

strétu a tim vydeiily supernetant.

Pro praktické pouZiti jsou nife uvedeny tyto piiklady moZného sloZeni &inidla:

P¥iklad 1

Barveny #krobovy substrdt ’ 40 %
Hydrogenfosforednan sodny dihydrédt 6%
Dihydrogenfosforednan draselny » 1,5 %
Albumin hovézi lyofilisovany 5%
Kyselina cholovd 0,1 %
Chlorid sodny 0,9 %

K¥emelina 27,5 %



Celulosa mikrokrystalickd 15 %
Koloidni kyslidnfk kiemidity 2,5 %
Bentonit (upravovany pFirodni materidl na bdzi k¥emiditanu hlinitéhe) 1,5 %

Véha tablety v rozmezi 0,1 aZ 0,2 g.

Priklad 2

Barevny Bkrobovy substrit 35 %
Tris (hydroxymethyl)-aminomethan 19
Tris (hydroxymethyl)-aminomethen hydrochlorid 79
Albumin hovézi lyofilizovany . 4%
Kyselina cholovd ) 0,2 %
K¥emelina v 38,3 %
Celulosa mikrokrystaicks ) 12 %
Koloidnf kysliénik kiemidity 2,5 %

Védha tablety v rozmezi 0,1 aZ 0,2 g.

P¥iklad 3

Barevny #krobovy substrdt 76,3 %
Hydrogenfosforednan sodny dihydrdt 8 %
Dihydrogenfosforednan draselny 1,5 %
Chlorid draselny 4. %
Polyvinylpyrrolidon 10 %

Vdha tablety v rozmezi 0,1 a¥% 0,2 g.

PREDMET vyn&dLEZU

1., Ginidlo pro stanoveni sktivity alfa-amyldsy ve formd tablety nebo vodné suspenze vye
znadené tim, %e sestdvd z 25 a¥f 95 % hmotnostnich upravenéhe Skrobu, 4 a¥ 20 % hmot=
nostnich stabilizdtoru pH &inidla v rozmezi hodnot 6,5 aZ 7,5, 1 aZ 55 % hmotnostnich
ektivdtori reakdniho systému napriklad kyseliny cholové nebo jejich derivdtl, chlorie
dd alkalickych kovi napiiklad sodného nebo draselnédho, albuminu, polyvinylpyirolidonu

nebo jejich smési nap¥iklad sm&si kyseliny cholové, chloridu sodného a albuminu v hmot=-

nostnim pomdru 1 ku 5 ku 20 a¥ 1 ku 25 ku 100 nebo smési kyseliny desoxycholové, chlo=
ridu sodného a albuminu v pomdru 1 ku 4 ku 20 @z 1 ku 30 ku 100 nebo smési kyseliny
cholové, chloridu draselného a polyvinylpyrrolidonu v poméru 1 ku 8 ku 10 aZ 1 ku 20
ku 50 a pop¥ipadd 20 a¥ 30 % hmotnostnich stabilizdtoru vodné suspenze napriklad ben-
tonitu, talku, mikrokrystalické celulosy, koloidniho kyslidniku kifemiditého, kysliéni-
ku titaniditého, kiemeliny nebo jejich smési nap¥ikled smési koloidniho kyslidniku
kbemiditého, mikrokrystalické celulosy a kiemeliny v hmotnostnim poméru 1 ku 5 km 10
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a% 1 ku 20 ku 100 nebo sm¥s koloidniho kyslidniku k¥emifitého, bentonitu, mikrokrysta=

lioké celulosy a kiemeliny v hmotnostnim poméru 1 ku 1 ku 3 ku 6 a¥ 1 ku 2 ku 10 ku 50

nebo smés koloidniho kysli&niku kiemi&tého, bentonitu, talku, mikrokrystalické celulosy
a k¥emeliny v hmotnostnim pom¥ru 1 ku 2 ku 2 ku 5 ka 5 aZ 1 ku 3 ku 5 ku 10 ku 20.

$inidlo podle bodu 1 yyznalené tim, Ze upravenym Skrobem je frakcionoven$ pY¥esrdZeny
obarveny Skrob, jeho slofky nebo jeho frakce.

$inidlo podle bodu 1 nebo 2 vyznadené tim, %e stabilizdtorem pH v rozmezi hodnot 6,5
ai 7,5 je fosfdtovy tlumié tris(hydroxymethyl)-aminométhanovy t1lumié nebo tlumié na
bdzi derivdtt kyseliny barbiturové.
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