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Vynalez sa tyka spdsobu stanovenia akti-
vity amylolytickych enzymov.

Spolahlivé testy tirovne enzymovych akti-
vit v biologickom materidli stali sa nepo-
stradatelnymi pre moderni diagnosticki
prax. Tieto testy umoZiiuji jednoznatne po<
tvrdit alebo vyla€itf uréity druh onemocne-
nia, K pomerne najroz§irenej¥im a najéas-
tejSim onemocneniam, ktoré sa daji diag-
nosticky urgit na zdklade zvy$enej hladiny
e-amylézovej aktivity v mo&i a v krvnom
sére patria mimo inych predovietkym
funktné poruchy pankreasu. Nevyhodou
vélsiny testovacich metéd je, Ze nie si do-
statotne presné, vyZaduji objem analyzova-
nej vzorky aZ niekolko 100 ul pripadune vy-
sledok dosiahnuty tymito metédami vyjad-
ruje relativhu hodnotu enzymovej aktivity
a k zisteniu absolatnej hodnoty aktivity tre-
ba dalSie tidaje resp. kalibra&ny graf alebo
Standardizované krvné sérum. [Methoden
der enzymatischen Analyse (Ill. vydanie),
Vyd. H. U. Bergmeyer. Verlag Chemie Men-
heim/Bergstr. 1974.]

Vyznam mé aj 3Standardnd metéda pre
stanovenie aktivity amylolytickych enzymov

v priemysle (napr. pri vyrobe w-amylézy,

glukoamyléazy apod.].
Uvedené nedostatky rieSi postup podla
vyndlezu, ktorého vysledkom je tprava vo-
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dorozpustného polysacharidu typu (1 - 4)
glukdnu znafeného nespecificky rddionukli-
dom 4C izolovaného z radioaktivneho bio-
logického materidlu, s vyhodou zo zelenych
alebo modrozelenych rias, v procese kom-
plexného spracovania rddioaktivnej bioma-
sy Csl. patent 121808, tak, ¥e radioaktivny
a(1 - 4) glukdn o vhodnej $pecifickej rddio-
aktivite sa pouZije ako substrat pri testova-
ui urovine g-amylazovej («-1,4-glukdn 4-glu-
kédnohydrolazy EC 3.2.1.1.), e-glukozidédzo-
ve]j (e-D-glukozid  glukohydroldza EC
3.2.1.20), g-amyldzovej («-1,4-glukan malto-
hydrolaza EC 3.2.1.2) a glukoamylazovej
(¢-1,4-glukdn glukohydrolaza EC 3.2.1.3)
aktivity v biologickych materidloch.

Podstata vyndlezu spofiva v tom, Ze pre
stanovenie jedného z amylolytickych enzy-
wmov ako je «¢-amyldza, g-amyldza, «-gluko-
ziddza alebo glukoamylaza, bez pritomnosti
spriedcvnych amylolytickych aktivit sa po-
uZije radioaktivny «(1-4) glukdn (U-14C)
o Specifickej radioaktivite 1 aZ 10 kBg/mg,
priom aktivita enzymu je Gmernd prirast-
ku rédioaktivity chromatograficky separo-
vanych reakénych produktov, pripadne -
bytku rddioaktivity vychodzieho ‘e(1 -4}
glukdnu (U-4C).

Vyhodou navrhovaného spfsobu stanove-
nia aktivity amylolytickych enzymov je, Ze:
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— umoZiiuje stanovenie absolitnej aktivi-
ty amylolytického enzymu v pripade
znat¢ného vodorozpustného substrétuy,

— uvedend metdda je vysoko citlivd na pri-
tomnost amylolytického enzymu,

— k stanoveniu aktivity amylolytického en-
zgmu postauje podstatne mensi objem
analyzovanej biologickej tekutiny.

Priklad 1

K 10 ul roztoku «(l-4) glukénu (U-14C),
(3 mg) o $pecifickej rddioaktivite 3,28 kBq/
/mg (0,01 kBg/Mekvivalent glukozylovej
jednotky) v 20 mM fosfdtovom puiri o pH
7,0 s 10 mM chloridu sodného sa pridéd 10 ul
krvného séra a nechd sa inkubovat po dobu
10 min. pri 37 °C. Po 10 minutédch sa pridé
ku vzorke 20 ul acetfnu, &Im sa reakcia za-
stavi, vzorka sa nanesie na chromatografic-
ky papler Whatman 1 a chromatograficka
separécia prebieha v systéme etylacetét-py-
ridin-voda po dobu 24 hodin [meriame ré-
dioaktivitu v zone odpovedajicej malt6zo-
vym $tepnym produktom) alebo v systéme
80% vodny roztok etanolu (po dobu 12 ho-
din) meriame zvySkovi réadioaktivitu na
Starte chromatografického papiera.

Aktivita amylazy v séru je:

Ag .t

a= . K

a = celkovd aktivita amylolytického en-
zymu v analyzovanom objeme [ml]

4

A, = aktivita odpovedajica reak&nym
produktom [KBq]
A = 8pecificka aktivita vychodzieho sub-
stratu
kBg

/uekv. glukozyl. jednotky

t = inkuba&né doba [min]

K = enzym kon3tanta
K = 0,5 pre g-amyldzu a g-amyldzu
K == 1,0 pre glukoamyldzu a glukozidézu.
P

riklad 2

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom,
Ye namiesto roztoku w-amyldzy sa pouZije k
analyze roztok g-amyldzy a meria sa priras-
tok radioaktivity v zdne odpovedajiicej po-
hyblivostou maltoze.

Priklad 3

Postup podla prikladu 1, s tym rozdielom,
e namiesto roztoku o-amyldzy sa pouZije
k analyze roztok glukoamyldzy a meria sa
prirastok réadioaktivity v zdéne odpovedaji-
cej pohyblivostou D-glukoze.

Priklad 4

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom,
Ze k analyze sa pouZije roztok ¢-glukozida-
zy a meria sa prirastok v zéne odpovedajd-
cej pohyblivostou D-glukoze.

PREDMET VYNALEZU

Spbésob stanovenia aktivity amylolytic-
kych enzymov, vyznadujici sa tym, Ze pre
stanovenie jedného z amylolytickych enzy-
mov ako je w-amyldza, g-amyléza, «-gluko-
ziddza alebo glukoamyldza, bez pritomnosti
sprievodnych amylolytickych aktivit sa po-
uZije réddioaktivny «(1-4) glukén (U-14C)

o $pecifickej radioaktivite 1 a% 10 kBg/mg,
pritom aktivita enzymu je Gmernd prirast-
ku radioaktivity chromatograficky separo-
vanych reak¢nych produktov, pripadne G-
bytku réddioaktivity vychodzieho «(1-4)
glukdnu (U-14C).

severografia, n, p., zdvod 7, Most



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

