~

CESKOSLOVENSKA

SOCIALISTICKA

REPUBLI
(19)

KA

URAD PRO VYNALEZY

A OBJEVY

POPIS VYNALEZU
K AUTORSKEMU OSVEDCENI

~e

22) Prinldseno 10 09 80
21) (PV 6117-80)

(40) Zverejnéno 28 05 82

(45) Vydéno 15 07 84

217802

) 1))
(51) Int. C13
G 01 X 33/52

(75)
Autor vynélezu

SVOBODA VLASTIMIL ing,, HRBOTICKA EVA RNDr., BRNO

(64) Zpusob analytického stanoveni aktivity hydrolas a prostfedek

k provddéni tohoto zphsobu

Jedné se o diagnosticky prouZek pouZi-

telny v lékafstve

Podstata vyndlezu spoZivé v tom, Ze
nasdkavy nosil se sklédd s &dsti reakini .
a indikaZnf{., (dst reakini obsshuje ve vods

nerozpustny bare
v prdbéhu eanalyt

Teks

substrédt, z n&hoi se
ho stanoveni uvolnuji

ve vod& rozpustné barevné 3tdpné produkty.
Do ¥4sti indikedni tyto 5tdpné produkty
migruj{ a Jsou v nf na gdklad® svého zabar-
veni vizuéln® nebo fotometricky stanovovény.
Prostiedek je urlen k analytickému
stanoven{ aktivity enzymd, zejména hydro-
las, v rdznych biologickfch materidlech.

217802



! 217802

Pfedmdtem vyndlezu Jje zpisob snalytického stanoveni ektivity enzymi, zejména hydrolas,
v rdznych biologickfch materidlech.

Stanoveni aktivity enzymd v biologickych, mikrobiologickfch a biochemickych laborato-

" #{ch neb§vd stdle v3tiiho viznemu; pfftomnost a aktivita urfitfch enzymi je pro radu biolo-

gickyeh materidld cherakteristické, takZe na zéklad® dikazu jejich pfitomnosti a kvantita-

tivniho stanoveni jejich aktivity lze napf. jednoznadné identifikovat ndkteré kmeny a druhy

mikroorganismi, studovat e vysvétlovat projevy riznfch Zivych bunék, posuzovet funkci rdz-
njch orgénd vys3ich Zivolichd apod.

Mezi zvl431 vyznemné enzymy pet¥{ mimo jiné tzv. hydrolasy, z nichf zejména n¥které
glykosido-hydrolasy (systematické oznaZeni 3.2) a proteolytické enzymy (system. oznalen{
3.4) majl obzvlditn{ dileZitost, nebol svou schopnost{ odbourdvat polymern{ molekuly poly-
sacharidd nebo polypeptidd predstavuj{ zdklad rady trdvicich pochodd. U vy3&fch Zivo&ichd
a &lovike je pak jejich vfskyt nep¥{klad u pankreatické nebo duodendlnt ‘3t4ve, pFipadnd
i krvi nebo mo¥i primfm obrezem funkce p¥isludného orgénu, zejména penkreatu. Stanovenim
aktivity ndktergch téchto hydrolytickjch enzymd (alfa-emylasy, lipasy, chymotrypsinu, tryp-
sinu, kolagenasy apod.) v séru nebo mo&i Je pak moiné s pom¥rn& vysokfm procentem pravdé-
podobnosti ur&it disgndzu n&kterjch funkinich poruch organismu.

Pro stanoveni t¥chto hydrolytickfch enzymi jsou v soulasné dob¥ znémy a pouZivény slo-
¥1té fotometrické metody, zaloZenéd na principu m&Feni bud Ubytku substrétu, nebo mno%stvi
vzniklych 3t¥pnfch produktd. VZechny tyto metody meji spolefnou nevyhodu v tom, Ze jsou
zdlouhavé a vyZadujl ¥adu manipulaci, Jako je presné odm&fovéni jednotlivych ¥inidel, tem-
perovéni, fotometrovéni, provedeni slepych zkoudek, prepofet nam&fenych hodnot absorbance
na jednotky aktivity enzymd apod. Je semozrejmé, Ze k provedeni takto komplikovanych testd
je zapoiPebi dokonsle vybavené analytické laboratof s vysoce kvelifikovanym technickym
persondlem a fada &istfch, specidlnfch a pomdrn& drehych chemikélif a Zinidel.

Tato skutelnost ukazovalé ji% po r*adu let na potrebu nalezeni jednoduchého a rychlého
zplisobu stanoveni ektivity enzymi, ktery by byl proveditelny i ménd kvalifikovenyni pracov-
niky s dostate¥nou sprévnost{ a presnostf a pripadn& bez potieby specidlnfho laboratorniho
vybaven{.

Nastin&ny ukol se podarilo vyre3it pFedloZenym vyndlezem, jehoZ predm&tem je jednodu-
chy prostfedek k analytickému stanoveni aktivity enzymd, zejména hydrolas, sestdvajict
z nasdkavého nosile, jako Je napfikled filtralni papir, rouno ze sklen&nych nebo organic-
kfch vldken, porézni polymernf syntetické hmoty apod., vyznalenf tim, Ze se sklddéd z 4sti
reak®ni, obsshujfci nerozpustny berevny substrdt, z n&hoZ se v pribdhu enalytického stano-
veni uvolnuji berevnd 5t&pné produkty, a &dsti indikedni, do ni%¥ tyto barevné ¥t&pné pro-
dukty migruji a jsou v ni na zéklad¥ svého zabarveni vizudln& nebe fotometricky stanovovény.
Vedle uvedené hlavni sloZky, nerozpustného barevného substrétu, obsahuje tento prostredek
Jjes8td Fadu dalSich ldtek, zajistujicich optiméln{ pribv&h analytického stanoveni piisludné-
ho enzymu; jsou to nep¥ikled tlumile, ridsné stabilizdtory nebo sktivétory enzymd, sméZedla,
tzv. zehuifovadla a podobn¥.

Prostfedek k snalytickému stanoveni aktivity enzymd dle tohoto vynédlezu predstavuje
s vyhodou prouZek nesdkavého nosile, 3iroky 5 a% 10 mm, na jehoZ dolnf Zdst je v délce 5 aZ
30 mm nanesen nerogpustny berevny substrdt. Je vyhodné, Jestlife tato reak®ni &ést s neroz-
pustnym barevnym substrédtem je vzdédlena 3 a% 10 mm od jednoho p¥i¥ného okraje prouZku nasé-
kavého nosile. Tato 3 af 10 mm volné &4st nasdkavého nosife pak slou%{ k nanesenf vzorku,
p¥ipadnd ponofeni do vySetfované kapaliny; v obou t¥chto p¥ipadech plsobl jeko knot, zajis-
fujici nasdti vy¥etfovené kapeliny do reak¥ni &4sti prouZku. V této reakdnf &dsti dochdzi
ke 3t¥peni barevného nerozpustného substrdtu, prilem? rozpustné bsrevné 5t&pné produkty
jsou undseny vzlinajic{ kapalinou, tj. vy3etfovanou kapalinou nebo dald{ tzv. vyvijeci ka-
palinou, do sousedni, tzv. indikedni ¥dsti prouZku, pfifem? intenzita tohoto zabarveni je
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pfimo m&rnd mnoistvi uvolndnych 3t&pnych produktd a tim ektivit® stanovovaného enzymu.
Vzhledem k tomu, Ze vzlinajfci kapalina postupuje prou’kem pres reekénf zénu do zény indi-
kadn{ zvolna, tek¥e stenoveni trvé 5 af 20 minut, Jje vyhodné prou%ek nesékevého nosiZe po-
kr§t na prevéfné Zdsti obou stran vhodnou nepropustnou 1létkou, jako je nap¥iklad fSlie

2e syntetické hmoty, eby se zabrdnilo odpafovéni vzlinajici kepaliny.

Jedno z moZnjch vyhodnjch provedeni takovych prouZkd dle vyndlezu je achematicky zné-
zornéno na piiloZeném obrdzku &. 1. Na nasdkavy nosid 1, ktery je naimpregnovdn pomocnymi
¢inidly popsenymi nife, je v ¥dsti lg (Zdst reak¥ni) nenesen barevny nerospustny substrét
2; aZ na malou ¥dst lb na Jjednom konci proufku jJe na tento nosi’ £ obou stran pomoc{ adhe-
siva 3 nalepena félie z bilé, neprihledné plastické hmoty 4, 48, 3, kterd na hornf ¥4sti
proufku pfesshuje filtralni papir a tvorf jakfsi "drZdk" (5). Hornf f£élie se tfm skldd4
ze dvou &dstf 4 a 3, nalepenych na nasdkavy nosif.tek, %e ponechévajf na nasdkavy nosid
volny prihled na indikednf %4st l¢ nasdkavého noside.

Jako nasékavy nosié ) Je ve smyslu tohoto vyndlezu moZno pouZft jakoukoliv ldétku, ma~
Jici dostateny polet a objem vnit¥nich pérd, umo¥nujfcich snadné a rychlé velindn{ kepali-
ny. Mohou to byt nosife vldknitého typu, jako napfiklad filtradni papir z vléken pr{rodniho
pdvodu, jako Jje celuléza, vlna, bavlna aj. nebo i rouno z vldken umdlfch, jako napfklad
polyemidu, polyesteru, skla nebo i jejich nejrdzn¥jiich sm¥sf. Vedle toho 1ze ov3em pou¥it
napfikiad i porézni nevldknité nosiZe mejici potfebné vlastnosti z hlediska nasékavosti;
u ldtek tohoto typu jsou to zejména létky isotropn&-porézniho charakteru, pripravené napii-
klad technikou fézov¥ inverzni polymerace nebo separace, jak jsou popisovédny naptikled
v publikaci Kesting R. E., Syntetic Polymeric. Membranes. Zékladni slouikou prostredku dle
tohoto vynélezu je nerogpustny barevny substrét; dle druhu enzymu, ktery mé byt pomoci to-
hoto prostiedku stanoven, je nutné volit i odpovidajfc{ substrdt, ktery svym chemickym slo-
fenim a strukturou odpovidé specifickfm Winkim stanovovaného enzymu. Substrdty tohoto dru=
hu jsou obecn& zndmé a pro obdobné ddely pouZfvané ldtky, jako napffklad tzv. RBB-Starch
ke stanoveni alfa-smylasy (viz Experientia 23, 1967, 805), Fibrin-Blue ke stanovenf pepsinu
a jinych "kyselych" proteas (Clin. Chim. Acta 21, /1968/, 197), Azocoll ke stanoveni kola-
genasy (J. Path., Biochem. 38 /1946/, 229) aj. Obecn® lze tedy pou¥ft jekykoliv specificky
substrdt, ne n&j% byle chemicky navdzéno vhodné barvivo, ktery je v daném vodném prostiedf
nerozpustny a pisobenim enzymu se ¥t¥pi na ni#3{ barevné &tZpné produkty, ve vod&, pripadnd
daném vodném prostfedf relstivn¥ dob*e rozpustnd,

Neneseni tohoto substrdtu na nasékavy nosil je moZné provést nejrlzndjsimi zplsoby:
napriklad je mo%né substrdt rozpustit ve vhodném rozpoultddle, jako je dimetylsulfoxid,
etanol, aceton, apod. nebo jejich smési, vzniklym roztokem napojit nosii do nesyceni a rog-
poust¥dlo odstranit vysudenim. Jiny pouZitelny zplsob je rozpustdni barevného substrétu
nap¥{kled ve vodném roztoku hydroxidu nebe uhlilitanu elkalického kovu nebo i jiné, alka~
licky reagujici ldtky, naneseni tohoto roztoku na nosi® a vysrdZeni substrétu ma nosidi
v nerozpustné form& okyselenim vhodnou kyselinou. Ddle je pak moZné pripravit nosi¥ s ba-
revnym substrdétem i tak, Ze se &éstice substrétu zesbudujl do nosife Ji% pri jeho v§robé,
tj. napf{klad jemn# rozemlety substrdt se pridé do papiroviny, z ni%¥ se pak odleje pepir,
V&tSinou substrdtu Je koneln¥ moino na nosi¥ nanésti tak, Ze se pevny, jemn& prdSkovy sub-
strdt mechanicky veife do pord nesdkavého noside. Z hlediska pofadovan¥ch vlastnosti pro-
st¥edku dle tohoto vyndlezu je v3ak vfhodné - a také nejjednodussf -~ pevay, prdskovy sub~-
strdt nalepit na adhezivni povrch samolepici pdsky a s touto pdskou Jej pak pevn¥ pFipojit
k povrchu noside.

Jak jiZ bylo vyZe uvedeno, obsahuje prostiedek k enalytickému stanoveni aktivity enzy-
md dle vyndlezu jJeStd také radu daldifch ldtek, potFebnfch pro optimélni prOb&h enzymové
reakce, na ni% je stanoveni zaloZeno. Je to v prvnf ¥ad¥ tlumil, zajiZfujfct pii poulitf
prostfedku. takové .podminky, pi*l nichf je stanovovany enzym dostateénd stabiln{ s jeho akti-
vita nejvy88i., Druh pouZitého tlumile & jeho hodnota pH se pritom #1df druhem ensymu, k je-
hoZ stanoveni je prostfedek dle vyndlezu urlen. Obecn¥ je v¥ak mo¥no pou¥{t zndmé a pro
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obdobnd stanoveni aktivity enzymd b&¥n& poufivené tlumile, jako jsou napiiklad tlumice
fosforednanové, citrdtové, tlumiZe na bézi tris-hydroxymetylaminometenu a kxyseliny chlore~-
vodikové apod., o hodnotéch pH odpovidajicich maximu enzymové aktivity a stability stanovo-
vaného enzymu a uvedenfch nepriklad ve znémé monografii H. U. Bergmayera Methods of Enzy-
matic Anelysis.

Dals{ souddstf prostiedku k analytickému stanoveni aktivity enzymd mohou byt tzv.
ektivdtory enzymové sktivity. Jsou to napriklad chloridy a/nebo kyselina cholovéd, bromidy
v prostfedku pro stanoveni aktivity alfa-amylasy, hofe¥naté soli, jeko napriklad siran nebo
chlorid hote¥naty v prostfedku pro stanoveni aktivity trypsinu, vépenaté soli v prostiedku
urdeném ke stanoveni sktivity aslfa~chymotrypsinu apod. Obecn& se op&t Jedn& o létky, je=
jich% specifické aktiva¥ni WZinky jsou znémy a jsou pouZivény i p¥i Jinych zpliscbech stano-
veni aktivity emszymi. Jejich pfitomnost v reakinf Zdsti prost¥edku dle vyndlezu je viak
nutné jen v ndkterych pfipadech; mé-li prostiedek sloufit naprfklad ke stanoveni aktivity
elfa-emylasy v modi nebo séru, pek pfitomnost chloridd v prostfedku neni bezpodminelnd
nutné, nebo ob& uvedené vydetfované biologické kapaliny obsahujfci relativnd vysoké kon=
centrace chloridovych iontd, které v prdb&hu vlastniho stanoveni stanoveny enzym dostateln®
aktivuji.

Vedle t&chto létek mi%e prostredek dle vynélezu obsahovat i tzv. stabilizdtory enzymi,
tj. létky, které bréni inaktiveci enzymd v pribZhu jejich stanoveni, jeko Jsou nap¥{iklad
vépenaté soli pro stebilizaci alfa-amylasy nebo trypsinu. Obdobn& jako u vySe uvedenych
aktivdtord enzymové aktivity nenf p¥itomnost stabilizdtord enzyml nutné v prostiedku dle
vyndlezu, je-1li urZen ke stanovenf aktivity enzyml v prostfedich obsehujicich dostatelné
mno#stvi téchto stabilizdtord, jako jsou n&které biologické kapaliny.

Prostredek dle vyndlezu mi%e konedn¥ s vghodou obsahovat i rdgné sméledla a/nebo tzv.
zahusfovadla. Jako smédedel, jejich% ukolem je urychlit proniknuti enzymu k nerozpus tnému
barevnému substrétu a migraci solubilizovenych barevnych ¥t¥pngch produktd, lze pouZit
jakdkoliv b&iné sméedle, tj. obecnd zndmé a primyslove vyrdbiné povrchov® ektivni létky
anionaktivniho, kationaktivniho nebo i neionogenniho charekteru, jako jsou napriklad rdgné
aryl- p¥ipadn& aralkylsulfondty, kvarterni amoniové soli s del3imi alkylovymi nebo aralky-
lovymi Fet#zci, nebo neionogenni polymery alkylenoxidd s riznfmi del3fimi alifatickymi fe-
tézci. Druh smédfedla, vhodny pro pouzitf v prostredku dle tohoto vyndlezu, se pek voli
s ohledem na uSel pou¥it{ prostiedku, tj. F1d{ se druhem enzymu, k jeho% stenoveni je pro-
stiedek urfen. Obecnd se vdak jevi nejvfhodn&j¥im pou%iti neionogennich sméedel na bdzi
substituovenfch polyoxyalkylend.

Tzv. zehuslovadla jsou polymerni, ve vod& rozpustné 14tky pfirodniho nebo syntetického
pivodu jako je nepriklad Zelatina, albumin, ager, algindt sodny, karboxymetylceluldza, poly-
vinylpyrrolidon, polyvinylalkohol, polyakrylamid apod. Tyto létky zdokonaluji migraci barev-
nych 3t¥pnych produktd enzymové reakce a zvySujl stejnom&rnost vybarveni indikefni ¥dsti
prostredku.

Viechny tyto létky jsou v prostifedku p¥{tomny v nasékavém nosifi, nsa n&jZ se nanesou
ve form& roztoku ve vod&, nebo jinych vhodnych inertnich kapalindch a vysusi. Zplisob tohoto
nenesen! je obecn¥ zndm a poulivén i p¥i vfrob& obdobnych tzv. reagennich prouZkd.

Podrobn&j31 slofeni prostfedku dle vyndlezu a zpisob jeho pripravy vyplyvé z niZe uve-
denych prikladd, které popisuji n&kolik provedeni a ukazuj{ 1 obecnou poufitelnost prostied-
ku pro stenoveni rdznych hydrolas.
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P*r{klad 1
Proufky ke stanoveni alfa-amylasy v modi

Pruh filtrafntho papiru Whatmen &. 4, Sirokf 40 mm se naimpregnuje nédsledujici sm&si
“roztokd a vysuS{ pFi teplotd okolo 60 ©°C:

fosfdtovy tlumi&, pH = 7,0, 0,2 mol/l 10,0 ml
chlorid sodny 0,2 mol/l 10,0 ml
2 g% etanolovy roztok TRITONu X-100 2,0 ml
| g% roztok kyseliny cholové 1,0 md
1 g% roztok agaru 2,5 ml
0,5 g% roztok algindtu sodného ’ 0,5 ml

Soudasnd se na jednu adhezivni stranu oboustrenné samolepici pésky o 3{#1{ 20 mm prile-~
pl stejn& Biroky pruh bilé filie PVC o sfle 0,2 mm. Ma druhou adhezivni stranu semolepici
pésky se nanese 10 mm 3iroky pés jemnd rozetfeného, prddkového substrdtu a piitladenim
fixuje tak, aby po obou strandch tohoto pdsu zbyly 5 mm Siroké prouZky volné adhezivni
plochy; t&mito adhezivnimi plochami se semolepici pdska s £Oolif PVC a nanesenym berevnym
substrdtem pfilepl podélnZ na pruh naimpregnovaného papiru 6 mm od jeho jednoho podélného
okraje. Poté se na druhou stranu naimpregnoveného papiru p¥ilepf - op&t pomoci oboustranné
samolepici pdsky - £3lie PVC, Ziroké 34 mm tak, aby fdlie byla vzddlena 6 mm od okraje
papiru, stejn® jako pdska se substrdtem. Nekonec se na pepir - 6 mm od fdlie se substrdtem
- nalepf "drZdk" z folie PVC, Ziroké 48 mm. Cely tento pés se poté pri¥n& nafeZe na proufky
o 5{¥1 6 mm,

Jako substrét Je moZné pouZit n&kterou z t&chto ldtek: bramborovy 3krob s kovalentné&
navdzanou remszolovou brilantni mod#{ R, bramborov§ Skrob s remezolovou brilentnf violetf
5R, 8krob s ostazinovou mod¥f, Ekrob s ostazinovou brilantni ¥lutf H=5G, 3krob s ostazino~
vou brilentni Zerveni S-5B,

Pou¥ije-1i se p#i priprav® tZchto prouskd jako substrdt bramborovy 3krob s kovalentné
navédzenou remazolovou brilantni mod#{f, ziskajf se disgnostické prouZky, vhodné ke stanoveni
aktivity emylasy napifiklad v 1idské mo&i. Toto stanoveni se provede tak, %e se vy&nivajici
¢4st papiru nemo¥i po dobu 4 a% 5 s do vySetPovand mode a proufek se vloZ{ do mikrozkumyv-
ky. Po 10minutové inkubaci se proufek vyjme a krdtce namo3{ - op&t vy&nivajic{ ¥dst{ papiru
= do vyvijeci kepaliny, slotené z 0,4 mol/l NaOH, k n&muZ bylo ptiddno 0,5 % cetylpyridi-
niumbromidu. Papirek se poté vrét{ do zkumavky a po 5 ¥ 2 minuty vyvijeni se vzniklé modré
zbarveni indikednf &ésti prouZkd vyhodnotf bud vizudln& srovndnim se stupnic{ nebo foto-
metricky. Intenzita tohoto zbsrveni Jje primo Umirnd aktivitd alfa-amylasy ve vySetiované
modi v rozsahu 500 aZ 10 000 U/1.

P¥{klad 2
Proufky ke stanoveni aktivity trypsinu

Proufky se pFipravi stejnim zplisobem, jak popadno v p¥fklad® 1, avdak s pouZitim impre-~
gnaéntho roztoku o sloZeni:

Tris-tlumi&, 0,2 mol/l, pH~8,0 10,0 ml
chlorid sodny, 0,2 mol/l 8,5 ml
chlorid védpenaty, 0,2 mol/l 2,5 ml
Triton X-100, 2% etanolovy§ roztok 2,0 ml
ager, 1% vodny roztok ’ 2,5 ml

algindt sodny, 0,5% vodny roztok 0,5 ml
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Jako substrdt se pou?ije tzv. OBR-kolagen, tj. kolegen s Xovalentn¥ navézanou ostazi-
novou brilantni Zerveni. Stanoveni trypsinu, resp. jeho aktivity se provede stejnym zpiso-
bem jako stanoveni alfa-emylasy, popsané v prede3lém prfkladg. Indika®ni &4st proufku se
pritom zbarvi rdZové aZ sytd karminové Zerveni, piitem# intenzita tohoto zabarveni je um¥r-
né aktivit® trypsinu v rozmezf 100 a% 1 500 jednotek BAEE/ml ve vySetPfovaném vzorku.

P¥r{ikled 3
Prouzky ke stanoveni aktivity chymotrypsinu

Proufky se pPipravi stejnym zplisobem Jak je popséno viile, avdak s pou%itim impregnal-
niho roztoku o sloZeni:

Tris tlumi&, 0,2 mol/1, pH~8,0 10,0 ml
chlorid sodny, 0,2 mol/l 8,5 ml
chlorid vépenaty, 0,2 mol/1 2,5 ml
Triton X~-100, 2% etanolovy roztok 2,0 ml
karboxymetylceluldza, 1% vodny roztok 2,5 ml
algindt sodny, 0,5% vodny roztok 0,5 ml

Jako substrdt se pouZije nerozpustny komplex koZni préﬁek-kongoéerveﬂ. Stanoveni skti-
vity chymotrypsinu se provede stejnym zplsobem jako stanoven{ alfa-amylasy, popsané v pif{-
kladé 1.

Priklad 4
Proufky pro stanoveni aktivity pepsinu

ProuZky se pripravi stejnym zpisobem jek je popsédno v prede¥lém prikladd, aviak 8 po-
ufitim impregna¥niho roztoku obsahujicfho tlumi& o pH = 2,0. Jako substrédt se pouZije kola-
gen s kovalentnd navdzanou remazolovou brilantni violet{ 5R. Stanoveni asktivity pepsinu
pomoc{ t¥chto prouZki se provede stejn¥ jako stanoveni alfa-amylasy popsené v piiklad& 1.
Indika®ni &&st prouZku se pfitom barvi fialovE, prfiZem? dle intenzity tohoto zbarveni lze
s pomdrn& vysokou presnosti stanovit aktivitu pepsinu ve vydetiovacim vzorku.

PREDMET VYINAKALEZU

1. Zplsob snalytického stanoveni sktivity hydrolas, vyznadeny tim, %e se analyzoveny
roztok enzymu nanese ne proufek nasdkavého nosile a nechd vzlinat pies reakdni #dst nosile,
na ni% je nanesen ve vodé enzym a po prdchodu touto %43t1 se vizudln& nebo fotometricky
vyhodnoti intenzita zbarveni, zplsobend barevnymi rozpustnymi produkty, uvoln&nymi hydro-
lytickym plsobenim enzymu z nerozpustného barevného substrdtu a transportovanymi vzlinaji-
¢ kapalinou do indikadni ¥4sti prouZku, leZici za ¥dsti s nanegenym nerozpustnym substré-
ten,

2, Zpisob analytického stenoveni aktivity hydrolss dle bodu 1, vyznaleny tim, Ze sta-
novovand hydrolysa je alfa-amylasa, celuldza, pektinasa, trypsin, chymotrypsin, pepsin,
kolagenasa, elastasa.

3. Prostfedek k snalytickému stenoveni aktivity hydrolas dle bodu 1, vyzna&eny tim,
fe sestdvd z prouZku nasékavého nosile (1), napt. filtredniho papiru, rouna ze synt. vléken
nebo porésnfho polymeru, naimpregnovaného tlumilem o pH 1-10, o sobé znémymi ektivédtory enzy-



217802 6

mové aktivity nebo stabilizdtory stanovovaného enzymu, sméfedly kationaktivniho, asnionektiv-
nfho nebo neionogennfho typu a poptipad¥ zahué{ovadly Jeko napt. polyvinylpyrrolidon, poly-
vinylalkohol, Zelatina nebo agar, a sestdvajfc{ z reakénf Sdsti (1a), na n1¥ je nanesen

ve vod& neroszpustny barevny substrét (2), a pokryty s vyhodou z obou stran £31if 2z nepri-
hledného materidlu (4, 4a a 5), p¥ipojenou k nosidi nap¥. pomoc{ adhesiva (3), a krom&
indikelnf 2dsti nosiZe (1c) a obnaZeného konce nosife (1b).

1 list vykresd

Severografia, n. p., z&vod 7, Most
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