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UvVOoD

Pre unifikdciu a kompletni $tandardizdciu metodik stano-
venia aktivity enzymov pomocou chromolytickych substritov
v tabletovej forme je potrebny eS-test Farebny Standard - pre
medzilaboratérnu kontrolu presnosti spektrofotometrov a eS-test
Enzymovy $tandard pre kontrolu funkénosti eS-testov. Z uvede-
ného vyplyva poZiadavka pripravy stabilnych enzymovych
$tandardov s deklarovanou enzymovou aktivitou.

Pre stabilizdciu enzymov a enzymovych systémov moZno
zvolit’ jednu z nasledovnych metéd:

1.  Izoldciu enzymov alebo enzymovych komplexov
z mikroorganizmov nachddzajicich sa prirodzene
v teplotne extrémnych podmienkach [1]
2.  Metédami génového inZinierstva zaviest DNA z termo-
filného mikroorganizmu do mezofilného, v désledku ¢oho
tento zacne syntetizovat termofilné proteiny [2]
3.  Stabilizaciu mezofilnych enzymov
a) Imobilizdciou enzymov na nosici
b) Pozmenenim molekuldrnej Struktiry proteinu
nizkomolekulovymi ldtkami

MnoZstvo literdarnych udajov sa tyka stabilizicie a-amyldzy
v pritomnosti detergentov [3] a to tak pre ucely pripravy biolo-
gicky aktivnych pracich prostriedkov [4], alebo pripravkov na
umyvanie riadu [5,6,7,8] ¢asto v kombindcii s proteolytickymi
enzymami [9] alebo lipdzami. Sicastou uvedenych prepardtov so
stabiliza¢nym tcinkom si popri vipenatych soliach [10] aj alka-
nolaminy a niektoré organické kyseliny [11].

Nakol'ko fyzikdlne metddy stabilizicie si vo svojich
moZnostiach obmedzené, cely rad pricsa orientuje na vyuZivanie
technoldgii s rekombinantnou DNA [12,13,14,15,16,17,18].
Detailnejie Stidie v tomto smere umozZnili zostavenie
kompletnej nukleotidovej sekvencie génu termofilnej a-amylazy
(19],

Specidlnym smerom v stabilizdcii enzymovych preparitov je
priprava stabilnych enzymovych Standardov s deklarovanou
enzymovou aktivitou. V pripade sladovej a-amylazy ako typicky
mezofilného enzymu, pre iéely Standardizacie a unifikicie analy-
tického postupu sme volili metddy zaloZené na imobilizdcii enzy-
mov na nosi¢i fyzikdlnym spdsobom. Tento spdsob sa realizoval
formou zakotvenia sladovej a-amyldzy na povrchu Speciilne
upraveného siefovaného glykoproteinuss vlastnostami vhodnymi
tak pre gélovii chromatografiu ako aj pre galenické icely, teda
simuldcia endoplazmatického retikula chemosyntetickym,
Struktirne analogickym produktom.

Tento sposob stabilizdcie sa porovnival s pouZitim siefo-
vaného glykogénu, analdga afinanta a-amylazy, schopnym na
fizovom rozhrani tento enzym stabilizovat pri skladovani. Stabi-
lizaény G&inok glykoproteinu modifikovaného v reakcii siefo-
vania, resp. povrchu nerozpustného glykogénu sa sledoval aj
v zdvislosti na tepelnej expozicii.
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MATERIAL A METODY

Priprava extraktu sladovej amylazy v praSkovej forme: 3 g
Jacmenncho a sladového Srotu (sladovy mlyncek Retsch,
1800.min™") sa extrahuje v 15 ml 20 % vodného roztoku etanolu
na laboratdrnej trepacke pocas 30 minit [20]. Suspenzia sa
scentrifuguje (3000 g, 10 min) a supernatant se zrdZa
3,5ndsobnym objemom etanolu denaturovaného 1 % (obje-
movym) benzinu pocas 24 hodin pri teplote 20 °C. Vytvoreny
precipitit je oddeleny centrifugdciou, potom dvakrat premyty
accténom a vol'ne vysuseny pri laboratérnej teplote.

Enzymovy Standard sladovej o. -amylazy v tabletovej forme
bol pripraveny zakotvenim sladovej amyldzy (pripravenej podla
predchddzajiceho postupu) na povrchu sietovanim modi-
fikovaného kolagénu a jeho nasledovnym adjustovanim v proce-
se suchého tabletovania v pritomnosti mikrokrystalickej celulézy
[21,22].

STANOVENIE AKTIVITY ENZYMOVEHO STAN-
DARDU SLADOVE]J « -AMYLAZY

Jedna tableta Enzymového $tandardu sa rozpusti v 2 ml
destilovanej vody a za obasného premiesania sa nechd 15 minut
stat’. Po tomto &ase sa suspenzia scentrifuguje (3000 g, 5 min)
a supernatant obsahujiici a-amyldzovi aktivitu sa pouZije na
stanovenie aktivity eS-testom Amyldza (vyrobok naSej firmy)
nasledovnym postupom: do centrifugacnych skimaviek sa pipe-
tuje 1 ml fosfatového timivého roztoku (0,05 mol.I", pH = 5,0)
a 0,1 ml supernatantu a nechd sa temperovat 5 min pri 30 °C.
Potom sa pinzetou pridd jedna tableta eS-test Amyldza a nechd sa
inkubovat pri 30 °C 15 miniit bez mieSania. Po 15 minutach sa
reakcia zastavi pridavkom 4 ml zastavovacieho roztoku (10 g
uhli¢itanu sodného v 900 ml vody a 100 ml aceténu), pricom sa
roztok v skimavke dobre premie$a. Po 5 minitach sa roztok
scentrifuguje (3000 g, 5 min) a zmeria sa absorbancia Circho
supernatantu pri 620 nm oproti slepému pokusu (namiesto enzy-
mového roztoku sa pouZije timivy roztok).

7 nameranej absorbancie sa vyjadri aktivita sladovej a-
amyldzy pouZitim kalibraénej krivky a = [(Ag20), ktorej
konstrukciu pre sladovii a-amyldzu sme uviedli v préci [23]
a ktorej rnatemanckym vyjadremmjc Iogammlcka rovmca log a

= kilogA + k2, pricom a je aktivita enzymu (pkat.kg’ ), A Je
absorbancia pri 620 nm a kon3tanty k1 = 0,892 a k2 = 2,799 si
zavislé od spésobu modifikicie $krobového substratu.

IMOBILIZACIA SLADOVE] a - AMYLAZY NA SIETO-
VOM GLYKOGENE

Siefovany glykogcn s deficientnymi substratovyrm
aafi nanlnyml vlastnostami pre sladovi a-amyldzu bol pripra-
veny podl’a [24]. Imobilizdcia enzymu na nerozpustny glykogén
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bola vykonand nasledovne: K 500 mg glykogenu bol pridany
roztok sladovej a-amyldzy (aktivita 928 pkatkg ) v Dbjcmc
zodpovedajicom polovici napicacicho objemu glykogénu, &m
bola vytvorend hustd suspenzia. Po dokladnom premieSani bola
suspenzia rozotretd do tenkej vrstvy a vysusSend pri laboratrnej
teplote.

UVOLNENIE SLADOVE] u-AMYLAZY Z POVRCHU
SIETOVANEHO GLYKOGENU

Sladovd a-amylén imobilizovand na sietovanom glykogéne
bola uvol'nena suspendovanim 50 mg navizky suspen21e do 1 ml
fosfatového roztoku (0,01 mol, i, pH = 5,0) pocas 10 miniit pri
30 °C. Do roztoku s uvol'nenou a-amyldzou sa pridala jedna
substratovd tableta eS-test Amyldza a stanovila sa enzymovi
aktivita rovnakym postupom ako bolo vysSie uvedené.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Presnost’tabliet Enzymového §tandardu sladovej o -amylazy
sme testovali jednak vzhladom k ich hmotnosti a jednak
k presnosti stanovenia aktivity, ktord po rozpusteni tablety sa
uvol'ni do roztoku. Vysledky s uvedené v tabulke 1, resp. 2.
Hmotnost” v 14 nihodne vybranych tabletich Enzymového
Standardu bola uréend s variaénym koeficientom v = 1,92 %.
Obidve hodnoty variacnych koeficientov si pre Enzymovy
Standard vyhovujice.

Tabulka 1. Presnost’ enzymovych tabliet vzhl'adom k ich
hmotnosti

Cislo Hmotnost | Priememd | Odchylka | Smerodajni | Variaény
hodnota | od priemeru | odchylka | koeficient
(%)
1 0,0974 - 0,0033
2 0,1033 0,0026
3 0,1016 0,0009
4 0,1028 0,0021
5 0,0979 -0,0028
& 0,1016 0,0009
7 0,1004 | 0,1007 20,0003 | =1,8.10° 1,80

8 0,1023 0,0016
9 0,1005 -0,0002
10 | 01007 0,0000
1 0,0979 -0,0028
12 0,1010 0,0003
13 0,1015 0,0008
14 0,1007 0,0000

V dalSej sérii pokosov sme testovali stabilitu tabletového
Enzymového Standardu za podmienok, ktoré umoZnili zrychlenie
testu stability. Tablety sme exponovali pri teplote 40, 60, 80
a 100 °C po dobu 24 hodin a nisledne sme v nich stanovili
enzymovi aktivitu. Namerané hodnoty enzymovych aktivit si
uvedené v fabulke 3. Z vysledkov tohto testu moZno predpokla-
dat’ stabilitu Enzymového Standardu pri odporidanych skla-
dovacich podmienkach. Pri teplote skladovania 4 aZ 8 °C po dobu
2 rokov diferencia v slanovenej hodnote aktivity Enzymového

v

Standardu nie je viacSia, ako je presnost’ stanovenia aktivity

(tab.3). Vysledky zrychleného testu stability ako aj 2roéného
skladovania potvrdzuji dobri stabilitu testovaného Enzymového
Standardu sladovej o -amyldzy.

Tabulka 2. Presnost’ stanovenia aktivity Enzymového Standardu
sladovej a-amyldzy v sérii. Opakované stanovenie v 13 enzy-
movych tabletdch urcené metédou eS-test Amyldza

Cislo | Absor- | Akti- | Priememi Odchylka | Smerodajnd | Vari-

bancia | vita hodnota | odpriemeru | odchylka acny

pri 620 (pkat. koefi-

nm kg cient

(%)
1 0,1906 | 143,5 30
2 0,1805| 136,7 -3,8
3 0,1804 | 136,6 -39
4 0,1810| 137,0 35
5 0,1858| 140,0 -0,2

6 | 01836] 13838 140,5 1,7 £27 | 1,92

7 0,1882| 141,9 1,4
8 0,1877| 141,6 1,1
o | 01887] 1422 1,7
10 | 0,1863| 140,6 0,1
11 | 0,1925] 1448 43
12 | 0,1901] 1432 2,7
13 | 0,1836| 1388 1,7

Hodnoty aktivit boli od¢itané z kalibracnej krivky, ktorej
matematickym vyjadrenim je logaritmickd rovnica uvedend
v kapilole Materidl a metddy.

Tabulka 3. Namerané hodnoty aktivit v tabletach Enzymového
Standardu sladovej a-amyldzy exponovanych po dobu 24 hodin
pri roznych teplotach. o -amyldzovd aktivita bola stanovend
metodou eS-test Amyliza (na stanovenie bolo vzaté 0,2 ml
supernatantu z rozpustenej enzymovej tablety)

Expozi&na Aktivita Percento
teplota (ukatkg l) z pévodnej

°0) aktivity
- 269,3* 100
40 260,5 96,7
60 2335 86,7
80 180,2 66,9
100 70,1 26,0

Pri expozicii 2 roky pri teplote 4°C aktivita poklesla z povodnej
hodnoty 269,3 pkat. kg na 266,2 pkat.kg” 3,

* Pévodna aktivita stanovena v tabletich Enzymového $tandardu

Na obr. 1 je graficky zndzorneny vplyv teploty na inaktivaciu
Enzymového Standardu vyjadreny podla Arrheniovej rovnice.
Vynesenim hodndt log a psv / a, kde a pév. je pévodnd aktivita
Enzymového $tandardu a ar je aktivita Enzymového Standardu
po predchddzajicej expozicii tablety pri prislusnej teplote oproti
prisluSnym reciproénym hodnotdm expozicnej teploty v Kelvi-
novych stuprioch. Ziskali sme krivku namiesto ocakdvanej
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priamky. Nami ziskand krivku moZno rozloZit na dve priamky,
ktorych dve rézne smernice uddvaji dve rézne inaktivacné
konstanty, ¢o je charakteristické pre sladovi a -amyldzu ako
mezofilny enzym. Pre teplotu 40 a 60 °C bola graficky vypocitand
hodnota inaktivacnej konStanty -247,6 deg a pre teplotu
80 a 100 °C bola hodnota inaktivacnej konstanty -2 698,7 deg.
Z priese¢nika inaktivacnych konStint Enzymového Standardu
smezislili, Ze v oblasti teploty 349,6 °K, tj. 76,5 °Cnastdva zmena
v kinetike inaktivacie.
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Obr.1. Teplotnd zdvislost’ inaktivdcie Enzymového standardu
sladovej a-amyldazy v tabletovej forme. Expozicny ¢as
24 hodin. a-amyldzovd aktivita bola uréend metédou
S-test Amyld:za.

V dalSej sérii pokusov sme lestovali stabilizacny ucinok
siefovanim modifikovaného kolagénu simulujiceho
endoplazmatické retikulum, na principe ktorom boli kon3truo-
vané tablety Enzymového Standardu a porovndvali so stabi-
lizaénym ucéinkom sietovaného glykogénu, na ktory sme
imobilizovali sladovi a-amyldzu. Stabilizacny Gcinok sa
v obidvoch pripadoch sledoval v zdvislosti na ¢ase pri teplotnej
expozicii 100 °C a s ndslednym stanovenim aktivity.

Na obr. 2 je znazorneny ¢asovy priebeh inaktivacie sladovej
a-amyldzy stabilizovanej dvoma réznymi uvedenymi spdsobmi.
7 grafického zobrazenia vidiet, Ze inaktivdcia Enzymového
$tandardu sladovej a-amyldzy stabilizovanej na sietovanom
kolagéne md pozvol'nejsi priebeh, hlavne prvych 6 hodin expo-
zicie tabliet, ako je priebeh inaktivicie sladovej a-amyldzy
imobilizovanej na siefovanom glykogéne. Vysledky tohto, ako aj
predchddzajiceho testu svedéia o vyhovujicej stabilite Enzy-
mového $tandardu a jeho vhodnosti pouZitia pre kontrolu
funkénosti eS-lestu Amylédza.

V pripade sietfovaného kolagénu stabilizacny efekt vysveliu-
jeme ochrannym Gcinkom proteinu, stabilizovaného vaéi Gcinku
vysSich teplot v reakcii sietovania. U siefovaného glykogénu
predpokladdme prioritne icinok analdga substrdtu (afinantu) na
konformaciu enzymu, stabilizovanii pre vysSie teploty.

Na zaklade vykonanych pokusov deklarujeme aktivitu Enzy-
mov¢ho Standardu sladovej a-amyldzy stanovend metédou eS-
test Amyldza s pouZitim substratovych tabliet.
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Obr.2. Casovd zdvislost inaktivicie sladovej o - amyldzy chrd-
nenej na sietovanom kolagéne simulujicom
endoplazmatické retikulum (o) a na sietovanom glyko-
géne (® ). Expozicnd teplota 100 °C.

Pri dlhodobom skladovani (2 roky) tabliet Enzymového
Standardu sladovej a-amyldzy pri teplote 4 aZ 8 °Cnebola zistend
diferencia v stanovenej aktivite vicSia ako je presnost’stanovenia
aktivity eS-testom Amyldza (tabulka 3).

Autori predpokladajii, Ze uvedeny spésob pripravy Enzy-
mového $tandardu sladovej a-amyldzy v tabletovej forme bude
pouZitelny aj pre pripravu tabletovych Standardov dalSich
biotechnologicky doleZitych enzymov.

ZAVER

Vysledky vykonanych testovacich pokusov potvrdili, Ze
spésob pripravy Enzymového $tandardu sladovej a-amylizy
zakotvenim enzymu na povrchu sietovaného kolagénu simu-
lujiceho endoplazmatické retikulum sa ukdzal ako vhodny pre
stabilizdciu enzymu a pouZitel'ny pre jeho tabletovi formu.
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MONCOLOVA,V. - ZEMEK,].: Stabilizicia enzymov ako
vnitornych Standardov v biotechnologickej enzymovej analyze. I.
eS-test Enzymovy Standard sladovej a-amylazy. Kvas.pram., 37, 1992,
&.9,s.262-265

V prici si prezentované vysledky testovania tabletového eS-testu
Enzymového Standardu sladovej a-amylazy, pripraveného zakotvenim
sladovej a-amylizy na povrchu siefovanim modifikovaného kolagénu,
vzhl'adom k hmotnosti tabliet (variacny koeficient v=1,80 %) a vzhl'adom
k presnosti stanovenia aktivity (variaény koeficient v=1,92 %).

Zrychlenym testom za extrémnych podmienok bola testovani stabi-
lita Enzgmového Standardu (v zavislosti od teploty i od ¢asu expozicie
tabliet). Pri teplote skladovania 4 aZ 8 °C po dobu 2 rokov ibytok
v stanovenej hodnote aktivity Enzymového Standardu nie je va&si ako je
presnos( stanovenie aktivity eS-testom Amyliza.

Moiiyonrona, B. - 3emex, H.: Crabuausayua sH3IMMOB Kak
BHYTPEHHBIX CTaHAapToB B GMOoTexHoAOruueckom
au3umnom anaause. 1. eC-rect Iu3umubIA cTamaapT
coroaonon  ammuaaisi. Ksac. npym., 38, 1992, N°9, crp.262 -
265

B paGote npeacTasaensr pe3yaraThi ucnbitanua tabaetounoro eC-
TecTa DHIUMHOTO CTAHAAPTA COAOJAOBOW & -AMMAA3BI,
NPHUrOTOBAEHOTO 3aKPEMAEHMEM COAOJOBOI @ -AMMAA3bl HA

NOBEPXHOCTH MOANHUINPOBAHHOrO KOAATEHA B OTHOLLEHUH K Macce
TabaeTok (Bapuaynontent koecdbduyment = 1,80 % ) u k TOYHOCTH
onpeseAenHuna akTMBHOCTH (BapuayuoHHblil koedPduynent
=1,92%).

BricTposeficTRylou MM TECTOM NpPH 3KCTPEMHBLIX YCAOBHAX
MCMBITBIBAACE CTABMABHOCTL SH3UMHOTO CTaHAApTA (B 3aBUCHMOCTH
OT TEMNEPATYpPHl M OT Bpemenn npoasaenua Ttabaetok). [lpu
Temnepatype xpaHenus 4 - 8 C 8 npogoaxenue 2 et ybuiTok B
YCTAHOBAEGHHOI BEAWYMHE aKTHBHOCTH DH3MMHONO CTAHAAPTA HE
BOoAbWE KaK TOMHOCTL ONpeAeAeHHA aKTHBHOCTH °C-TecTom
AmMunaasa.

MONCOLOVA,V, - ZEMEK,J.: Enzyme Stabilizations Used as
Internal Standards in Enzyme analysis for Biotechnology. I. eS-Test
Enzyme Standard of Malt «-Amylase. Kvas.priim., 38, 1992, No. 9,
pp 262 - 265

Tablet eS-Test enzyme standard of malt a-amylase was prepared by
an immobilization of malt a-amylase on a surface of modified colagene
with respect to the tablet weight (variation coefficient v = 1.80 %) and to
the accuracy of the activity determination (variation coefficient v = 1.92
%). The stability of enzyme standard (as a function of temperature and
time exposure) was tested by an accelerated testunder extreme conditions.
The decrease in the activity of enzyme standard afier 2 years of storage
at the temperature of 4 °C is lower than the accuracy of the activity
determination.

MONCOLOVA,V. - ZEMEK,J.: Stabilisierung der Enzyme als
interner Standarde in der biotechnologischen Enzymanalyse. I, €S-
Test Enzymstandard der Malz- a-Amylase, Kvas. prim., 38, 1992, Nr.
9,8.262 -265

Die Arbcit enthilt die Ergebnisse der Teste des Tabletten-eS-Tests
des Enzymstandards der Malz- a-Amylase, der durch die Verankerung
der Malz o-Amylase auf der Oberfliche mittels Vernetzung des modi-
fizierten Colagens aufbereitet wird, und zwar mit Hinsicht zu der Masse
der Tabletten (Variationskoef(fizient v=1,80 %) und zu der Genauigkeit
der Bestimmung der Aktivitit (Variationskoeffizient v=1,92 %).

Miticls des beschleunigten Tests unter extremen Bedingungen wurde
die Stabilitit des Enzymstandards getestet (in Abhingigkeit von der
Temperatur und der Zeit der Tablettenexposition).

Bei der Lagertemperatur von 4 bis 8 °C wihrend 2 Jahren bewegt
sich die Abnahme des festgestellten Wertes der enzymstandardaktivitit
im Rahmen des Genauigkeitsintervalls bei der Aktivititsbestimmung
mittels des eS-Tests Amylase.



