CS 267 157 B1

- - I 4
CESKOSLOVENSKA
SOCIALISTICKA P 0 P I s VY N A l_ E Z U 267 157
REPUBLIKA
(19) K AUTORSKEMU OSVEDCENIU | @V
(13) B1
(21) v 9694-86.C (51) Int. CI!
(22) Prihlasené 22 12 86 G 01 N 31/22
FEDERALNi URAD (40) Zverejnené 13 06 89
PRO VYNALEZY (45) Vydané 14 12 90
(75)
Autor vynaélezu KUNIAK LUDOVIT ing. CSc., BRATISLAVA, ZEMEK JIRI ing. Csc.,

LEHNICE, TKAC MICHAL RNDr. BRATISLAVA (CS), TAUFEL ALFRED dr.,
BERGHOLZ (DD)

(54) Testovacie tablety na stanovenie mikrobialnel aifa amylazy

(57) Ocelom rieSenia si testovacie tablety
na stanovenie mikrobidlnej alfa amylazy.
Podstatou rieSenia je, Ze testovacie tab-
lety obsahujd 45 aZz 65 % hmot. mikrokry$ta-
lickej celuldzy s velkostou &astic 60 aZ
300 um, 30 aZ 50 % hmot. chromylitického
Skrobového substrdtu s velkostou &astic
60 az 300 um a obsahom 5 aZz 8 % hmot. kova-
lentne viazaného farbiva dvojsodnej soli
kyseliny 8-amino-5-(3-(sulfoetylsulfonyl)-
anilinol-6-antrachinon sulfonovej, dalej
2 % hmot. mastenca a 2 aZ 3 % hmot. protei-
nu napriklad prdskového hovddzieho albuminu
alebo rozpustnej frakcie vajeéného bielka,
pri¢om pevnost tabliet je 2,5 aZ 3,5 kp a
hmotnost 100 mg + 3 %. RieSenie mbZe néjst
uplatnenie najmd v analytike mikrobidlnej
alfa amyldzy, pripadne pri testovani mikro-
organizmov na alfa amyl&zovd aktivitu, ako
i v biotechnoldgii pri priprave mikrobidl-
nej alfa amyldzy.



2 Cs 267 157 Bl

Vyndlez sa tyka spbsobu pripravy testovacich tabliet na stanovenie mikrobidlnej alfa
amyldzy; alfa(l-94) glukdn gluk&nohydrolédza EC 3.2.1.1.

Hydroldzové enzymové aktivity sa stanovujd spolahlivo a pomerne jednoducho v posled-
nych rokoch pouzitim prisluinych chromolytickych substrdtov. Spravidla je stanovenie zaloZe-
né na tom, Ze nerozpustﬁy chromolyticky substrdt sa nechd reagovat s roztokom, ktorého aktivitu
meriame. OG&inkom pritomného hydroldzového enzymu sa nerozpustny chromolyticky substrdt Stiepi
na rozpustné farebné produkty, &¢im po preruSeni enzymovej reakcie a filtrdcii rozpustného
podielu sa ziska farebny roztok, intenzita ktorého je priamo uUmernéd pritomnej enzymovej
aktivite. Existuju uZ viaceré komeréné a prasou overené tabletové testy, najmi pre potreby
huménnej diagnostiky, napr. tabletové testy na stanovenie Urovne alfa amyldzy v biologickych
tekutindch pri diagnéze funkénych porich pankreasu; Phadebas Amylase Test [Clinical and
technical information, Almquist, Wirksells Boktryckeri (1979)] a &sl. vyrobok SPOFA Test
alfa amylaza Cés. AQO &. 202 761 (1980)]. Prax potvrdila, %Ze obzvl4%t je vyhodné, ked chromo-
lyticky substrdt je upraveny v tabletovej forme, &o u uZivatela znaéne Setr{ pracnost stano-
venia najmd v rutinnej prevddzke oddeleni klinickej biochémie, kde stanovenie alfa amylézy
patri k zdkladnym a najpodetnej$im stanoveniam.

DalSou oblastou kde sa vyZaduje obdobny test na stanovenie alfa amyldzy je vyroba
priemyslovych enzymov zdmerne produkovanych rdéznymi mikroorganizmami najéastej$ie baktériami,
plesiiami alebo hubami. Stddiom rdznych typov alfa amyldzy podla typu mikrobidlnych producentov
sa zistilo, Ze pH optimum mikrobidlnych amyldz nie je kon¥tantné, ale znafne kolife. Z uvede-
nych dévodov zndme alfa amyldzové testy pre klinickd hum&nnu diagnostiku nie su spolahlivé
pre rdzne typy mikrobidlnych amyléz. Kym ludsk& alfa amylédza md pH optimum okolo 7, tak
u mikrobidlnych amyldz t&to hodnota leZi v Sirokom rozsahu pH 5 a%Z 9,5. Tieto poznatky je
potrebné regpektovat pri merani rdznych typov amyléz, pretoZe nie je moZné pre sprdvne meranie
absolitnych aktivit mikrobidlnej amyldzy pouZit tabletové testy urfené pre stanovenie Urovne
ludskej amyldzy v biologickych tekutindch,

Uvedené nedostatky st vyrie¥ené testovacimi tabletami na stanovenie mikrobidlnej alfa
amyldzy podla vyndlezu, ktorého podstatou je, Ze pozostdvajui z 45 aZ 65 % hmot. mikro-
kry$talickej celuldzy s velkostou Zastic 60 aZ 300 pm, 2 % hmot. mastenca, 2 aZ 3 % hmot.
proteinu napriklad prédfkového hovidzieho albuminu alebo rozpustnej frakcie vaje&ného bielka
a 30 a¥ 50 % hmot. chromylitického Skrobového substrdtu s velkostou Castic 60 aZ 300 um
s obsahom 5 a¥ 8 % hmot. kovalentne viazaného farbiva dvojsodnej soli kyseliny 8-amino-5-
-Cﬁ-(sulfoetylsulfonyl)anilino]—G—antrachinon sulfonovej vo forme 100 mg + 3 ¢ hmot. tabliet
o pevnosti 2,5 aZ 3,5 kp.

Tabletové testy pre stanovenie mikrobidlnej alfa amyldzy neobsahujd teda zloZky zabezpe-
&ujlce pH optimum meranej enzymovej aktivity podla typu mikroorganizmu. Vyhodou takto pripra-
venych tabliet je ich univerzdlnost pre $iroky rozsah pH. Potrebné pH optimum pre alfa amyldzy
rozdielnych mikroorganizmov sa zabezpeluje tak, Ze pri analyze miesto destilovanej vody
sa pipetuje predpisany objem ustojného roztoku o potrebnom pH i ionovej sile. Takymto
sp&sobom merané aktivity alfa amyldzy s sprdvne a zrovnatelné pre rdzne typy mikrorganizmov
produkujdicich tento ddleZity enzym. Spolu s Ustojnym roztokom sa doddva aj pripadny aktivétor
chlorid vépenaty.

Pre tabletovy test na stanovenie mikrobidlnej alfa amyldzy je vhodné pouZit chromolyticky
ikrobovy substrdt s napdidacim objemom vo vode 11 a% 15 ml/g, &o podmiefiuje dostatolnid citlivost
¥

testu i pre nizke drovne amyl&zovej aktivity.

zistilo sa, %e pre sprdvnost nameranych amyldzovych aktivit pre $iroké spektrum mikro-
organizmov produkujdcich alfa amyldzu je potrebné proteinové pozadie o niefo vyS8ie ako
pre ludskd alfa amyl&zu. Preto je potrebné zvySitf obsah proteinu v testovacej tablete
v rozsahu 2 a%’ 3 %. Ako protein je vhodny hovddzi albumin alebo rozpustnd frakcia vaje&ného

bielka v préZkovej forme. Hlavnou vyhodou nového tabletového testu je, Ze moZno nim spolahlivo
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merat -alfa amyldzovi aktivitu produkovand réznymi mikroroganizmami. Okrem toho, novy test

m4 v¥etky znéme vyhody tabletovych testov; podstatnou mierou zrychluje najmd sériové analyzy,
Setri pracovné sily a zvy3uje presnost analyz. Je obzvl1a8t cenny v sériovej analyze najmd

pri mikrobiélnej produkcii alfa amyldz pri medzioperadnej kontrole jednotlivych technologickych

operdcii.
Priklad 1

300 g chromolytického &krobového substrdtu na stanovenie alfa amyldzy s velkostou Castic
60 aZ 300 uam, napidacim objemom vo vode 11 ml/g a obsahom 8 % hmot. kovalentne viazaného
farbiva dvojsodnej soli kyseliny'8-amino—5—[3—(sulfoetylsulfonyl)anilino]—G—antrachinon
sulfonovej, dalej 650 g mikrokry3talickej celulézy s velkostou Castic 60 aZ 300 am, 20 g
hovddzieho pr&fkového albuminu a 20 g mastenca sa homogenizuje za sucha a tabletuje na table-
tovacom stroji na tablety o pevnosti 2,5 kp a hmotnosti 100 mg s presnostou + 3 %. Tablety
sa samo&inne rozpadni vo vode do 15 sekund, &o je postalujice pre poZadovani presnost a

reprodukovatelnost enzymovej analyzy.
Ppriklad 2

Postup ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze chromolyticky Skrobovy substréat, v mnoZstvu
500 g, obsahoval 5 % hmot. kovalentre viazaného farbiva a mal napidCaci objem vo vode
15 ml/g, dalej sa pouZilo 450 g mikrokry3talickej celulézy a 3 % hmot. vodorozpustnej frakcie
vaje¥ného bielka v praskovej forme. Hotové tablety o pevnosti 3,5 kp maju analyticky obdobné
vlastnosti ako tablety podla prikladu 1.

Rie3enie ma Siroké uplatnenie predovSetkym v analytike mikrobiilnej alfa amyldzy, resp.

pri testovani mikroorganizmov na alfa amyldzovd aktivitu.

PREDMET VYNALEGZU

Testovacie tablety na stanovenie mikrobidlnej alfa amyldzy, vyznalujice sa tym, Ze
pozostavajd zo 45 aZ 65 % hmot. mikrokrystalickej celuldzy s velkostou Castic 60 aZ 300 am,
2 % mastenca, 2 a¥ 3 % hmot. proteinu napriklad pré8kového hovddzieho albuminu alebo roz-
pustnej frakcie vaje&ného bielka a 30 aZ 50 % hmot. chromylitického gkrobového substrédtu
s velkostou &astic 60 a% 300 pm s obsahom 50 aZ 8 % hmot. kovalentne viazaného farbiva dvoj-
sodnej soli kyseliny 8-amino—5-[3—(sulfoetylsulfony)anilinq}—ﬁ-antrachinon sulfonovej vo

forme 100 mg + 3 % hmot. tabliet o pevnosti 2,5 aZ 3,5 kp.
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