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1. Uvod — vyznam enzymu a-amylasy
v lidské vyzivé

Ziviny obsazené v lidské potravé lze rozdélit na tii
zakladni skupiny: sacharidy, tuky a bilkoviny. Tyto ziviny
se $tépi na mensi a jednodussi Castice, jez se poté vstieba-
vaji sténou tenkého stfeva, aby se nakonec dostaly do
krevniho ob&hu. Ne vSechno, co snime, je straveno. Cast
stravy, kterou se nepovede organismu rozlozit, je z ngj
vyloucena. Nejmensi skupinu zivin v lidské stravé tvoii
proteiny, které jsou v ni zastoupeny asi z 20-25 %, a jsou
rozlozeny pusobenim enzymu proteas. Traveni tuku, které
tvoti 20-30 % v lidské straveé, katalyzuji enzymy lipasy.
sacharidy (50-60 %). Sacharidy jsou hlavné¢ ve formé
Skrobt, které travici systém §tépi za ucasti enzymui amylas.
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2. Skrob jako substrat a-amylasy

Skroby jsou hlavni slozkou lidské potravy a podobné
také pro mnoho dalSich Zzivocichii. Jsou syntetizovany
v rostlinnych bunkach jako nerozpustné granule slozené
zamylosy a amylopektinu'. Vysoky obsah skrobu je
v kukufici, bramborach, ryzi a obili. Skrobové molekuly
jsou glukosové polymery”, kde glukosové jednotky jsou
spojeny 1,4-o0 a 1,6-a glykosidovymi vazbami. V tom se
lisi od celulosy, kde spojeni glukosovych jednotek je vy-
tvofeno pomoci 1,4-p glykosidovych vazeb. Skrob je tvo-
fen dvéma druhy polysacharidi, a to amylosou a amylo-
pektinem. Pomér obou polysacharidi je rizny podle druhu
a odridy rostlin. Amylosa je tvoiena dlouhymi nerozvét-
venymi fetézci, slozenymi s glukosovych zbytkd, vzajem-
né spojenych 1,4-a glykosidovymi vazbami, pfi¢emz tento
fetézec ma strukturu Sroubovice, do jejihoz nitra Ize nava-
zat az 20 % jodu. Toho se vyuziva v analytické chemii pfi
diikazech jodu. Relativni molekulovd hmotnost byva
v rozmezi 150 000 az 600 000. Amylopektin obsahuje také
D-glukosu vazanou vazbou 1,4-o0, na rozdil od amylosy
vsak pfipada na kazdych 20 az 25 glukosovych jednotek
jedno rozvétveni, kdy se novy fetézec vaze zpuisobem 1,6-
a. Pocet glukosovych jednotek v molekule amylopektinu
se lisi a byva od né€kolika tisic do milionu. Pokud jsou
sacharidy pfijimany do téla v nadbyteném mnozstvi, jsou
pfeménény na glykogen, je-li pfijem jeSté vyssi, télo je
pfeméni na tuky a v této podobé je ulozi. Polymer glyko-
gen se nachdzi hojné v jatrech (8—10 % véhy) a svalové
hmoté (2-3 % vahy). Glykogen mé podobnou strukturu
jako amylopektin, je vSak castéji vétven. Velky pocet nere-
dukujicich konct v glykogenu dovoluje rychlou mobilizaci
uskladnéné energie.

3. Rozdéleni amylas

Amylasa katalyzuje hydrolyzu 1,4-a-D-glykosido-
vych vazeb v polysacharidech (amylosa, amylopektin,
glykogen) obsahujicich tfi a vice takto vazanych D-
glukosovych jednotek. Reaguje se Skrobem, glykogenem
a odpovidajicimi polysacharidy za vzniku dextrinu, malto-
triosy a maltosy. Podle mista ptisobeni a vznikajicich pro-
dukti rozliSujeme tii zakladni druhy amylas: o-amylasy,
B-amylasy a y-amylasy.

a-Amylasy jsou extracelularni enzymy, které atakuji
1,4-0-D-glykosidové vazby na kterémkoliv misté polyme-
1t obsahujicich tfi a vice téchto vazeb®. DokéaZou obejit
vétveni s vazbou 1,6-0-D. Jednd se o endoglykosidasu,
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systematicky o 1,4-a-D-glukan-glukanohydrolasu (EC
3.2.1.1). Produktem hydrolytického Stépeni amylosy je
smés glukosy a maltosy s hemiacetalovymi hydroxyly
uvolnénymi jako o-anomery. Amylopektin a glykogen
jsou stépeny nahodné na 1,4-a-D-glykosidovych vazbach,
pfi¢emZ 1,6-a-D vazby zlstdvaji nedoteny. Vznikaji tak
vétvené i nevétvené oligosacharidy (o-dextriny). Rozlisuji
se dva druhy o-amylas: zkapaliujici a zcukrujici’. Zkapal-
fujici a-amylasa degraduje oligomery, které obsahuji vice
jak 15 glukosovych jednotek, zatimco zcukrujici o-amy-
lasa §tépi jiz tetramery glukosy.

B-Amylasa pravideln¢ St€pi 1,4-a-D-glykosidové
vazby od neredukujiciho konce polysacharidového tetéz-
ce’. Z amylosy vznika prakticky kvantitativng maltosa,
uvoliovana jako f-anomer. f-Amylasy patii mezi exogly-
kosidasy, systematicky je tento enzym oznacovan jako 1,4-
a-D-glukan-maltohydrolasa (EC 3.2.1.2). Amylopektin
a glykogen §tépi také z neredukujiciho konce az k vétveni
1,6-a-D, které enzym $tépit nemlze. Dextrin, vznikly tako-
vou hydrolyzou amylopektinu, se nazyva limitni dextrin
aje to rovnéZ PB-anomer. Amylasy postupné rozkladaji
dextriny dale, pficemZ vétveni 1,6-a-D-glykosidové vazby
pomaha hydrolyzovat amylo-1,6-glykosidasa.

y-Amylasa hydrolyzuje samostatné glukosové jednot-
ky zneredukujiciho konce amylosy nebo amylopektinu.
Systematicky se  oznaCuje jako 1,4-a-D-glukan-
glukohydrolasa (EC 3.2.1.3). Je termostabilni® a §t&pi po-
lysacharidy na rozdil od a-amylasy nejen na vazbach 1,4-
a-D-, ale i na vazbach 1,6-a-D (i kdyz s mnohem mensi
rychlosti). Vysledkem jeji aktivity je $-D-glukosa, maltosa
a limitni dextriny.

Vliv a-amylasy na maltotriosy’ za t¢elem vzniku
maltosy a glukosy je slaby. Maltosa je zcela rezistentni
vici pusobeni o-amylasy. Protoze pouze monosacharid
mize projit stfevni sténou, maltosa je dale hydrolyzovana
membranoveé vazanymi hydrolasami (a-glukosidasy)
v kartacovitém lemu enterocyta.

4. Traveni Skrobu v lidském téle

Traveni Skrobu v lidském t¢le probihd v né€kolika
stupnich. Stépeni $krobu za¢ina v Gstech, kde slinny en-
zym o-amylasa zahajuje hydrolyzu 1,4-o glykosidovych
vazeb. Tento isoenzym je znam také jako ptyalin. Protoze
sousto setrva v ustech jen velmi kratkou dobu, nema pro
traveni valny vyznam.

V tenkém stfevé je trdveni Skrobu katalyzovéno dvé-
mi riiznymi skupinami hydrolas®. Prvni skupinu tvofi pan-
kreatické a-amylasy, které vstupuji do stfevni dutiny. Vét-
Sina polysacharidii se rozklada na smés obsahujici malto-
su, maltotriosy a urcity pocet 1,6-a a 1,4-a oligosacharida.
Druhé skupina hydrolas je imobilizovana v kartaovitém
lemu enterocytl a zahrnuje disacharidasy (maltasa [EC
3.2.1.20], laktasa [EC 3.2.1.108] a sacharasa [3.2.1.26]),
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trisacharidasy a glukoamylasy [3.2.1.3]. Vysledna smés
oligosacharidi prochazi ptes hlenové vrstvy na kartacovi-
tou membranu tenkého stfeva. Zde se funkce ujima dalsi
enzym o-glukosidasa (EC 3.2.1.20), ktera degraduje oligo-
sacharidy na glukosu. Glukosa je absorbovana a vstupuje
do krevniho obéhu. Clovék mizZe stravit za 24 hodin az
2 kg krobu®.

a-Amylasy se vyskytuji nejen v rostlinnych a Zivocis-
nych buiikach, ale také v mikroorganismech®. Enzymy
zriznych zdroji vykazuji rozdilné fyzikalni, chemické
a katalytické vlastnosti. Nejlépe byly prostudovany o-
amylasy bakterii, z vepfového pankreatu a lidska amylasa.

5. Molekulové vlastnosti a-amylas

Lidska o-amylasa je enzym produkovany a uskladiio-
vany piedev§im bunkami slinné Zlazy a bunikami exokrin-
niho pankreatu. Ma tedy dva hlavni isoenzymy: slinny
a pankreaticky. Lidska o-amylasa’ je glykoprotein slozeny
7z 496 aminokyselin v jednom polypeptidovém fetézci.
V molekule proteinu jsou dv€ volné SH skupiny a Ctyfi
disulfidové mistky. Gen kodujici lidskou a-amylasu se
nachdzi na chromosonu 1 a tvofi ¢ast multigenové rodiny.
Geny pro a-amylasu jsou regulovany tak, ze jeden isoen-
zym je syntetizovan v slinnych Zzldzach (S-isoenzym)
a druhy ve pankreatu (P-isoenzym). Zatimco P-isoenzym
se vyskytuje vyhradné v pankreatu, S-isoenzym se objevu-
je také v slzach, potu a v lidském mléku. Slinna a pan-
kreatickd o-amylasa jsou vysoce homologni v primarni
struktufe (shoda 97 %, rozdily pouze v 15 aminokyseli-
nach). Jako glykoproteiny se vsak 1i§i obsahem sacharidu,
které maji vliv na koneénou molekulovou hmotnost
(50 kDa — pankreatickd a 51 kDa — slinnd). a-Amylasa ma
optimalni aktivitu® v neutralni oblasti pH (6,9-7,0), po-
dobné prostiedi se nachazi ve sttevech. Kazda enzymova
molekula vyzaduje pfitomnost alespon jednoho vapenaté-
ho ionu, ktery méa vyznam pro jeji enzymovou aktivitu
a také prevenci jeji destrukce v lidském stievé plisobenim
proteolytickych enzymi’. Pro funkci o-amylas je také
nezbytny chloridovy ion®, optimalni koncentrace CI” je asi
10 mM (cit.”).

Struktura lidské pankreatické a-amylasy byla potvr-
zena pouzitim rentgenové difrakéni analyzy'®. Molekula
enzymu je tvorena tiemi strukturnimi doménami, oznaco-
vanymi A, B a C. Nejvétsi je doména A (1-99, 169-404),
ktera je katalytickym jadrem. Jeji struktura je tvofena os-
mivldknovym [-barelovym motivem, na jehoZ jednom
konci se nachazi aktivni misto tvofené aminokyselinovymi
zbytky Asp 197, Glu 233 a Asp 300. Nejmensi doména B
(100-168) je smyckovou oblasti vychazejici z domény A.
Doména C (405-496) je pouze voln€ spojena s doménami
A a B, jedna se o globularni jednotku s B-prvky. Domény
A a B jsou spojeny tfemi funkéné dlilezitymi misty: aktiv-
nim mistem a vazebnymi misty vapenatych a chloridovych
iontl. Aktivni misto enzymu je prohluben ve tvaru V, lo-
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kalizovand na karboxylovém konci B-barelu domény A.
Klicové aminokyselinové zbytky tvorici vazebné misto
chloridovych iontt jsou Argl95, Asn298 a Arg337. Tyto
zbytky jsou v piimé blizkosti aktivniho mista a tvoii sit
vodikovych vazeb, do niz jsou zapojeny také katalytické
zbytky Asp197 a Asp300. Vazebné misto vapniku je dile-
zité pro stabilitu polypeptidového fetézce. Vapenaté ionty
nehraji pfimou roli v katalyze, ale utvaii spravnou konfor-
maci aktivniho mista. Klicovym aminokyselinovym zbyt-
kem je Asnl00, ktery je spojen vodikovou vazbou
s katalytickym Aspl97 a ten nasledné¢ interaguje
s chloridovym iontem.

6. Aktivatory a inhibitory a-amylas
a jejich vyznam

Aktivita a-amylas je ovliviiovana celou fadou latek.
Slouceniny, které zptsobuji zvySeni aktivity, se nazyvaji
aktivatory. Mezi né€ patii napf. chloridové ionty, které al-
losterickym efektem® zvysuji aktivitu vepfové pankreatic-
ké amylasy. Véapenaty ion, ktery je soucésti o-amylas, ma
velky vyznam pro jejich aktivitu. Odstranéni vapenatého
ionu z enzymu vede ke ztraté aktivity, ktera vSak muze byt
zpdtné &astednd obnovena nahrazenim vapenatého ionu'!
nékterym ziontd ze skupiny lanthanoidd (Lu®*, Nd**,
Dy3+’ Sm3+, PI’3+).

Slouceniny, které snizuji aktivitu o-amylas, jsou je-
jich inhibitory a Ize je rozdé€lit do dvou zakladnich skupin.
Prvni skupinu tvofi jednoduché neproteinové slouceniny,
do druhé tadime peptidy a proteiny. V tabulce I jsou uve-
deny piiklady inhibici a-amylas'? z riiznych zdrojii nepro-
teinovymi slou¢eninami. Aktivitu a-amylas snizuji nejriz-
néj$i anorganické ionty, ale také napf. 2-deoxyglukosa,
maltosa, kyselina citronov4, arabitol, xylitol, ethylenglykol
a dalsi.

V poslednich letech se do popfedi zajmu dostavaji
proteinové inhibitory o-amylas, které se vyuzivaji jako
1éCebné skrobové blokatory v lidském téle nebo maji vy-
znam pfi ochrané kulturnich plodin pfed riznymi Skudci
a patogeny. Skrobové blokatory'>'* jsou syntetizovany
v rostlinach jako jsou napt. fazole (Phaseolus vulgaris)
nebo pSenice (Triticum aestivum). Purifikovany extrakt
Skrobovych blokatorti z téchto rostlin se dostava do téla
spole¢né s potravou a zabranuje tak $tépeni Skrobu o-
amylasami vylucovanymi do stfev buiikami pankreatu.
Vysledkem tohoto pisobeni je snizeni hladiny krevniho
cukru, coz kladné ovliviyje zivot lidi trpicich nemoci dia-
betes melitus, pomaha také pfi 1écbé obezity a vede ke
ztraté hmotnosti'> %,

Vlivem piisobeni hmyzu a riznych patogenti (viry,
houby, bakterie) na rostliny dochazi k vaznym $kodam na
kulturnich plodinach. Lusténiny, které jsou bohatou zaso-
barnou skrobu a bilkovin, jsou ohrozeny celou fadou sktd-
ct, ktefi v semenech lusek vytvareji tkkryty a dale se v nich
rozmnozuji. Béhem vyvoje si rostliny vytvorily urcité
obranné mechanismy'’ a staly se odolngjsi viiéi pisobeni
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téchto Skidct. Tato obrana spociva v syntéze urcitych
sloucenin (sekundarnich metabolitl) jako jsou antibiotika,
alkaloidy, terpeny, kyanogenni glykosidy a nékteré protei-
ny. Mezi tyto proteiny patii chitinasy, B-1,3-glukanasové
enzymy, lektiny a enzymové inhibitory®®*. Enzymové
inhibitory jsou dilezitou zbrani proti travicim hydrolasam
(a-amylasy a proteinasy) hmyzu a dalsich skidct. Nékolik
druhil a.-amylasovych a proteinasovych inhibitorli pfitom-
nych v semenech a vegetativnich organech rostlin reguluje
piisobeni fytopatogenniho hmyzu®*"°. Proteinové inhibito-
ry a-amylas byly nalezeny hlavné v obilovindch jako je
pSenice (Triticum aestivum)®’, je¢men (Hordeum vulga-
reum)>®, &irok (Sorghum bicolor)”, zito (Secale cereale)™,
ryze (Oryza sativa)’', ale také v luiténinach jako je vigna
(Vigna unguiculata)®® a fazole (Phaseolus vulgaris)*>*.
Tyto inhibitory vykazuji monomerni molekulovou hmot-
nost 5 kDa (cit.”), 9 kDa (cit.*?) a 13 kDa (cit.**), homodi-
merni a heterodimerni hmotnost je pfiblizné 26 kDa (cit.*)
a tetramerni hmotnost je okolo 50 kDa (cit.*®). Amylasové
inhibitory z rliznych druht rostlin vykazuji rozdilné speci-
fity'? va&i amylasam z riznych zdroji. Uréeni specifity
inhibice je prvnim krokem pfi vyvoji inhibitoru, ktery by
mohl byt pouzitelny pro vytvafeni vii¢i hmyzu rezistent-
nich transgennich rostlin. V nékterych pfipadech a-amy-
lasové inhibitory inhibuji pouze savéi a-amylasy, v jinych
pripadech tomu miZze byt naopak a a-amylasové inhibito-
ry inhibuji jen o-amylasy hmyzu. Casto byvé funkce amy-
lasového inhibitoru doplnéna o funkci proteinasového
inhibitoru, pak hovofime o bifunkénich inhibitorech".

7. Vyznam monitoringu aktivity a-amylas
v prumyslu a v klinické biochemii

a-Amylasa je dileZity pramyslovy enzym®’ a stano-
veni jeji aktivity je zddouci v mnoha oborech. Enzym je
soucasti rznych detergentd a pracich praski a vyuziva se
k odstraniovani Skrobovych skvrn z textilii. V pekafském
primyslu pusobeni amylasy na Skrob slouzi ke vzniku
dextrinl. o-Amylasy se hojné€ pouzivaji v biotechno-
logickych procesech k degradaci Skrobu a v syntetické
chemii pfi vyrob¢ oligosacharidu transglykosylaci. Nejvét-
§i vyznam ma stanoveni aktivity a-amylasy v klinické
biochemii.

Zmény v aktivité a-amylasy v krevnim séru a moci
jsou pfi¢inou fady onemocnéni. Hodnoty aktivity a-amy-
lasy mohou byt jak zvysené, tak naopak snizené’®. Jednou
z piicin zvySené aktivity o-amylasy v krvi je onemocnéni
slinnych zlaz — parotitida, sialolitidza, trauma ¢i nador.
Zvysena aktivita amylasy v krvi nastava po nastupu akutni
pankreatitidy. Pfi akutni pankreatitidé dochazi k poskozeni
acindznich bunék pankreatu, onemocnéni mize ohrozovat
zivot. Zavaznost onemocnéni spoc¢iva v aktivaci pankrea-
tickych proteolytickych enzymd piimo v produkujicich
bunikach s naslednou destrukci pankreatu. Aktivita o-
amylasy stoupd v séru za 3 az 12 hodin po atace a dosahu-
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Tabulka I

Ptiklady neproteinovych inhibitorti a:-amylas'>

Referat

Inhibitor

Plvod a-amylasy

Podminky pro inhibici

(NH4)2S04
1,10-Fenanthrolin

2,4-Dinitro-1-fluorbenzen

2-Deoxyglukosa
2-Merkaptoethanol
Acarbosa

Ag'

A13+

Arabitol

B a2+

C a2+

Cd2+

Kyselina citronova
C 02+

Cu2+

EDTA
Ethylenglykol
F ez+

Glycerol

H g2+
Chelerythrin
Jodacetat
KCN

Maltosa

M g2+

M n2+
Mocovina
Ni2+

Pb2+
Sanguinarin
Sorbitol

S r2+

Xylitol

7 n2+

Sacharomycopsis figuligera
Bacillus subtilis
Aspergillus oryzae
Struthio camelus
Streptomyces megasporus
Homo sapiens
Streptomyces megasporus
Bacillus subtilis
Aspergillus flavus
Bacillus subtilis

Bacillus circulans
Bacillus sp.

Micrococcus luteus
Bacillus circulans
Bacillus subtilis

Bacillus sp.

Aspergillus flavus
Bacillus subtilis
Aspergillus flavus
Pseudomonas sp.

Homo sapiens

Bacillus sp.

Micrococcus luteus
Aspergillus awamori
Thermomonospora vulgaris
Thermomonospora vulgaris
Homo sapiens

Bacillus circulans
Pseudomonas sp.

Homo sapiens
Aspergillus flavus
Bacillus subtilis
Aspergillus flavus

Bacterium

1 mM, 39% inhibice
6 mM

1 mM, 23% inhibice

1 mM, 77% inhibice

2 mM, 38,7% inhibice
Kompetetivni inhibice

5 mM, 28% inhibice

5 mM, 21% inhibice

1 mM, 91% inhibice

25 mM, 54% inhibice

5 mM, 91% inhibice

2 mM, kompetetivni inhibice
10 mM, 90% inhibice

5 mM, 71% inhibice
Kompetetivni inhibice

2 mM, kompetetivni inhibice
2,5 mM, 23,3% inhibice

0,5 mM, 98% inhibice

25 mM, 70% inhibice
Akompetetivni inhibice

10 mM, 86% inhibice

1 mM, 84% inhibice

5 mM, 91% inhibice

2 mM, 53% inhibice
2,5 mM, 47,7% inhibice
Kompetetivni inhibice
5 mM, 36% inhibice
Kompetetivni inhibice

1 mM, 87% inhibice

je pétinasobného zvySeni nad horni referenéni mez. Vzhle-
dem ke kratkému biologickému rozpadu enzymu (6 az 12
hodin) dochdzi u nekomplikovaného pribéhu k norma-
lizaci do 3 dnt. Vytvoii-li se ascites (vypotek), je v jeho
tekutiné aktivita amylasy jest¢ mnohem vys$si. Protoze
molekula a-amylasy je pomérné mala, Ize ji prokazat také
vmoci, kde Ize najit zvySenou aktivitu s nckolika-
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hodinovym zpozdénim oproti nalezu v séru. V piipade
pankreatitidy je zvySena aktivita pouze P-isoenzymu o-
amylasy (pankreatického).

Dalsi ptic¢inou zvySené aktivity o.-amylasy projevujici
se jako akutni bfiSni pfihoda je recidiva chronické pan-
kreatitidy, penetrujici Zaludecni vied, pretlak ve zZluCovych
cestach pfi biliarni kolice ¢i po podani opiatl, uraz nebo



Chem. Listy 101, 36-43 (2007)

operace pankreatu.

Na druhé stran€ se v klinické biochemii sleduje snize-
renalni insuficienci nebo makroamylazémii, které je zpi-
sobeno navazanim enzymu na imunoglobulin (IgG nebo
IgA). V krvi se pak hromadi vznikly makromolekuldrni
komplex, ktery je tak velky, ze neprojde glomerulem. Stav
byva doprovazen bolestmi v biiSe a pfi neznalosti muze
vést k diagndze pankreatitidy. Pfi¢ina je neznama, snad jde
o ur¢ity typ autoprotilatky. Makroamylasa miize kolovat
v krvi roky, aniz by byla znamkou porusené funkce pan-
kreatu. Podezieni na pfitomnost makroamylasy budi snize-
ni frakéni exkrece amylasy pod 1%. K definitivnimu pri-
kazu je tfeba uzit metodu urcujici velikost molekuly enzy-
mu (napft. gelovou chromatografii).

8. Metody stanoveni aktivity a-amylas

V literatufe bylo popsédno nékolik stovek metod pro
monitorovani aktivity a-amylasy. Pozadavky na stanoveni
aktivity amylasy jsou kladeny zejména z oblasti klinické
biochemie, kde zménéna aktivita enzymu diagnostikuje
zavazné onemocnéni. Metody stanoveni aktivity amylasy
jsou v literatufe déleny podle zpisobu detekce na metody
amyloklastické, sacharogenni, chromogenni. V poslednich
letech se objevila cela fada biosenzoru, které vyuzivaji
néktery z principll vySe jmenovanych metod. Zaklad pro
amyloklastické a sacharogenni metody polozili v roce
1908 Wohlgemuth® a vroce 1938 Somogyi'’. Wohlge-
muthova semikvantitativni metoda stanoveni aktivity o-
amylasy slouzila v klinické biochemii témét pul stoleti.
8.1. Metody amyloklastické

Metody amyloklastické méti zmény koncentrace sub-
stratu v reakéni smési. Substratem je ve vétSing pripadd
skrob, ale pouziva se také barveny amylopektin®' nebo
amylosa®’. Sleduje se ztrata nebo sniZeni ndkteré vlastnosti
Skrobového substratu, vétsinou se jedna o schopnost tvor-
by modrého komplexu s jodem****, pak hovotime o jo-
dometrickych metodach. Pti téchto metodach je rozpustny
skrobovy roztok inkubovan®® se zkoumanou a-amylasou
apoté je Cast reakéni smési pfidana do jodového roztoku
a pii 620 nm je pozorovan vznik barevného produktu. Pfi
§tépeni substratu vznikaji fetézce rizné délky. Swanson*®
pozoroval, ze fetézce 4—6 glukosovych jednotek nedavaji
74dné zbarveni s jodem. Retézce 8—12 glukosovych jedno-
tek se barvi jodem do Cervena a fetézce delsi jak 30 gluko-
sovych jednotek davaji s jodem modré zbarveni.

Vedle jodometrickych metod 1ze zmény koncentrace
substratu sledovat pomoci metod viskozimetrickych, turbi-
dimetrickych ¢i nefelometrickych. Turbidimetrické meto-
dy meéfi sniZzeni zatfivého toku svételného paprsku,
k némuz dochazi rozptylem svétla na casticich rozptyle-
nych v kapaliné. Méfeni 1ze provadét s béznymi fotometry
nebo spektrofotometry. Pfi stanoveni aktivity amylasy se
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pouziva jako substrat nerozpustny amylopektin a sleduje
se rychlost snizeni turbidity pii 340 nm (cit.*”). Na podob-
ném principu jsou zaloZeny i nefelometrickd stanoveni
aktivity a-amylasy. Nefelometrie méfi tok zareni vzniklé-
ho rozptylem paprskd zdroje na ¢asticich roztoku. Kinetic-
ka nefelometrickd metoda™*’ je zakladem automatu Per-
kin-Elmer Model 91 Analyzer pro stanoveni aktivity amy-
lasy. Nefelometrické zafizeni je v§ak cenové ndkladnéjsi.

Skrobova hydrolyza katalyzovana a-amylasou a glu-
koamylasou mize byt monitorovana pied a po jejim pri-
béhu metodou infracervené spektroskopie, kdy 1ze soucas-
n¢ stanovit aktivitu obou zucastnénych enzymi. Intenzita
vysledného rozdilu spektra je pfimo GUmeérna enzymové
aktivite®’. Hydrolyza $krobu katalyzovana ob&ma enzymy
je monitorovana ve stfedni oblasti infracerveného spektra
pomoci Fourierovych transformaci spektroskopické detek-
ce. Prednosti amyloklastickych metod oproti metodam
sacharogennim je rychlost, jednoduchost a v neposledni
fadé moznost dosazeni vysokého stupné spravnosti a pres-
nosti. Proces je aplikovatelny ke stanoveni aktivity amyla-
sy v krvi a moci beze zmény zakladni techniky. Ve srovna-
ni s metodami sacharogennimi vSak nastavaji problémy pfi
vybéru vhodného substratu. Pouzivana koncentrace Skrobu
je suboptimalni a zdanliva aktivita amylasy se muze liSit
v zavislosti na zdroji pouzitého skrobu®'.

8.2. Metody sacharogenni

Sacharogenni metody stanovuji mnozstvi vznikajicich
redukujicich sacharidii nejcastéji maltosy nebo glukosy,
popfipadé dextrind vzniklych enzymovym $tépenim. Pro
stanoveni redukujiciho cukru maltosy lze vyuZit spektrofo-
tometrickou®> metodu, pfi niz vznika reakci s 3,5-dinitro-
salicylovou kyselinou cihlové ¢erveny komplex, ktery ma
absorb¢ni maximum pfi 540 nm. Metoda byla automatizo-
vana, umoziuje stanoveni az 60 vzorkl za hodinu a nasla
uplatnéni v analyze potravin. Nevyhodou téchto méfeni je
interference  endogenni  glukosy, kterda se muze
v biologickych vzorcich vyskytovat. Proto byla navrzena
metoda, kde se glukosa v roztoku po enzymové reakci o-
amylasy rozklada za ptitomnosti dvou enzymt™ glukosa-
oxidasy a katalasy. Glukosaoxidasa pfeméni glukosu na
kyselinu glukonovou a peroxid vodiku. Peroxid vodiku je
ze smési odstranén enzymem katalasou. Vznikla smés je
poté dialyzovéana a redukujici oligosacharidy, predevsim
maltosa, reaguji s roztokem ¢inidla méd’-neocuproin (2,9-
-dimethyl-1,10-fenantrolinhydrochlorid) pii 95 °C po dobu
3 min. Vzniké barevny komplex, jehoZ absorbance je mé-
fena pii 450 nm. Uvedena metoda byla dale modifikovana™
pro zvyseni pfesnosti, citlivosti a zvySeni poctu analyzova-
nych vzorki. Nishidate a Miwa™ eliminovali vliv endo-
genni  glukosy vkrevnim séru apravou vzorku
s glukosaoxidasou a hexokinasou. Glukosaoxidasa kataly-
zuje oxidaci glukosy a vznikajici peroxid vodiku reaguje
s N-ethyl-N-sulfopropyl-m-toluidinem za katalyzy peroxi-
dasou, vznikd bezbarva sloucenina. Dalsi ¢ast glukosy je
pfeménéna na glukoso-6-fosfat pomoci hexokinasy a ATP.
Hexokinasa je pak inaktivovédna lipolanem. Lipolan jako



Chem. Listy 101, 36-43 (2007)

inhibitor hexokinasy neovliviyje aktivitu a-amylasy az do
koncentrace 250 mg I

8.3. Metody chromogenni

Chromogenni metody vyuzivaji tvorbu barevného
produktu, ktery vznikne po hydrolyze polysacharidového
substratu, ktery je znafen chromogenem. VyuZivaji se
substraty znacené 4-nitrofenolem, ktery je navdzan na
konec definovaného oligosacharidu, napf. maltopentaosy
nebo maltotetraosy’®. Nejlast&ji se vyuZivd oy-D-
maltoheptaosid oznacovany jako G7, ktery po konjugaci se
4-nitrofenolem oznacujeme jako 4-NP-G7. Amylasa §tépi
tento substrat na niz§i oligosacharidy s navazanym 4-nitro-
fenolem. Prida-li se do smési a-glukosidasa, tyto jsou dale
Stépeny na volné oligosacharidy, 4-nitrofenol a glukosu.
Volny 4-nitrofenol absorbuje ve form¢ anionu pii 405 nm.
Kombinovanym pisobenim obou enzymil na substrat vzni-
ka vice nez 30 % volného 4-nitrofenolu. a-Glukosidasa
reaguje prevazné s oligosacharidy, které maji v fetézci méné
nez Ctyti molekuly glukosy. Stabilitu reakéni smési 1ze zlep-
§it tzv. blokovanymi substraty’’. Jedna se o 4-nitrofenyl-
glykosidy s kovalentné navazanou blokujici skupinou (4,6-
-ethyliden nebo 3-ketobutyliden) na neredukujicim konci
oligosacharidu, ktera chrani fetézce pred ucinkem exoamy-
lolytické aktivity (pfed a-glukosidasou, ktera je jako po-
mocny enzym piitomna v reakéni smési). Princip metody
znédzorfiuje schéma 1.

Takto modifikované substraty eliminuji vliv endogen-
ni glukosy a pyruvatu.

S EPS-G7 + 5 H,0-22MY1353 5 by liden-G5 + 2 G2PNP
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8.4. Metody s biosenzorem

Biosenzory — analyticka zafizeni s citlivou bioreko-
gnikaéni vrstvou umoziuji stanoveni aktivity o-amylasy.
Princip metody vychazi vétSinou z metod sacharogennich
vyuZzivajicich pfi katalyze a-amylasy vznik oligosachari-
di. Obvykle se pomoci biosenzoru stanovuje mnozstvi
maltosy, kterd je konecnym produktem pii hydrolyze Skro-
ba. Filipiak™ vyuzil ke stanoveni aktivity o-amylasy kysli-
kové elektrody, kterou pokryl enzymovou membranou s o.-
glukosidasou (St€pi maltosu na dvé molekuly glukosy)
a glukosaoxidasou. Spotfeba kysliku je pak imérn4 aktivi-
té o-amylasy. a-Amylasova aktivita byla stanovena
v lidském séru pomoci oligosachariddehydrogenasové
grafitové elektrody™ obsahujici benzochinon. Piidavek o-
glukosidasy do roztoku obsahujiciho maltopentaosu a lid-
ské sérum vytvari proud odpovidajici aktivité enzymu.
V neddvné dobé¢ byl konstruovan pritokovy biosenzor pro
stanoveni aktivity slinné amylasy, ktery obsahoval ptedko-
lonu®, ve které byla imobilizovana a-glukosidasa $t&pici
vznikajici maltosu na dvé molekuly glukosy, jejiz koncent-
race byla poté stanovena na peroxidové elektrodé
s glukosaoxidasou. Pro zjistovani vlivu barevnych inhibi-
tori jako jsou benzo[c]fenantridinové alkaloidy sanguina-
rin a chelerythrin byl konstruovan biosenzor, jehoz soucas-
ti nebyla predkolona®®. Stépeni skrobu a-amylasou pro-
bihalo konstantni dobu, poté byla aktivita enzymu (vznikla
maltosa) stanovena pomoci peroxidové elektrody, ktera
byla ptekryta enzymovou membranou s o-glukosidasou,
mutarotasou a glukosaoxidasou. Vliv §krobového substratu
na stanoveni byl eliminovan pouzitim tohoto substratu
jako nosného roztoku. Princip je zfejmy ze schématu 2.

+ 2 Ethyliden-G4 + 2 G3PNP + Ethyliden-G3 + G4PNP

a-glukosidasa 5
2G2PNP + 2G3PNP + G4PNP + 14 H,0O SPNP + 14 G

(EPS-G7 = 4,6-ethyliden-(G7)-p-nitrofenol-(G1)-a.-D- maltoheptaosid, PNP = p-nitrofenol, G = glukosa)

Schéma 1

Skrob O"—an‘% maltosa + maltotriosa + dextrin

maltosa M 2 a-D-glukosa

mutarotasa

o-D-glukosa ——— > [B-D-glukosa

B-p-glukosa + O glukosaoxidasa
-D- 2

D-glukonolakton + H,0,

Schéma 2
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9. Zavér — vyznam amylas

Amylasa patfi mezi enzymy, jejichz funkce byly zna-
my velmi davno. V roce 1833 zjistil francouzsky chemik®
Anselme Payen, Ze hrub€ vy¢iStény extrakt z klickl je¢me-
ne urychluje Stépeni Skrobu na jeho cukerné slozky.
Z hrubé vycisténého extraktu izoloval prvni enzym
v koncentrované podobé diastasu. Svédsky chemik® Jon
Jakob Berzelius o dva roky pozd¢ji ndzorn€é dokézal, ze
Skrob mize byt efektivnéji rozs§tépen pomoci sladu nez
kyselinou sirovou a nazval tento jev katalyzou. Z téchto
pokustt vyvodil obecny zavér, ze chemicka katalyza je
onim trikem, kterym Zivé bytosti idi ve svém organismu
chemické premény. O tomto nazoru se pak b&hem
19. stoleti vedly spory. Dnes je biochemicka katalyza sa-
moziejmym zakladem celé biochemie a molekularni biolo-
gie. Biologickymi katalyzatory v§ak nejsou chemické prv-
ky, ale slozité vystavéné bilkovinné makromolekuly, které
v mnoha pfipadech obsahuji atomy kovt. Tyto katalyzato-
ry jsou znamé pod pojmem enzymy.
svéta“ je polysacharid Skrob, je zfejmy primarni vyznam
enzymu o-amylasy jako katalyzatoru, ktery umozZiiuje
Stépit Skrob v potravinach do podoby, aby byla vyuzitelna
vorganismu. Amylasa je tvofena v lidském téle
v pankreatu a slinnych zlazach. Na trhu se v poslednich
letech objevila celd fada komercnich preparatll, riznych
potravinovych doplikd, které v sobé zahrnuji sadu enzymu
pro spravnou funkci téla. Naptiklad firma® , Zest for life
nabizi suplementy, které obsahuji enzymové preparaty
proteas, amylas, lipas a laktas.

S objevenim proteinovych inhibitorti a.-amylas souvi-
si vyvoj a nabidka dalSich potravinovych doplnkd, které
inhibuji aktivitu a-amylas pfimo v tenkém stfevé a tim
snizuji mnozstvi pfijatych sacharidi do organismu. Na
tomto principu se dnes prodava fada komercnich prepara-
1% (Phaseolamin 2250™, Phase’oLean Forte aj.), kde
ucinng latka se nachdzi ve forme tablet, kapsli, praSkového
napoje ¢i zZvykaci gumy a konzumuje se spolecné se Skro-
bovou potravou. Tyto suplementy maji vyznam pfi 1écbe
cukrovky nebo se uplatiiuji v ramci riznych dietnich pro-
gramu sledujicich redukci hmotnosti. Inhibitory o-amylas
a proteas pritomné v semenech a vegetativnich Castech
rostlin chréni rostliny pted pisobenim hmyzu. Cilem stu-
dia t&chto inhibitort je tvorba transgennich rostlin'® odol-
nych vici fytopatogentim.

Pfi onemocnéni pankreatu nebo slinnych zlaz nastava
v lidském organismu zmeéna ve fyziologické aktivité o-
amylasy, a pravé monitorovani hladiny aktivity a-amylasy
v klinické biochemii vede k odhaleni a potvrzeni diagnozy
uréitého onemocnéni téchto organi. Aktivitu a-amylas je
potieba sledovat také v mnoha primyslovych odvétvich
jako je prumysl textilni, potravinaisky, vyroba pracich
praskt apod. Z toho divodu se stile zdokonaluji metody
stanoveni aktivity a-amylasy. Vyuzivaji se vétSinou stava-
jici principy, ale aplikuji se na nové instrumentalni metody
a nové piistroje s vyuzitim pocitaového zpracovani vy-
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sledkd. Vétsinou jsou metody nabizeny s moznosti auto-
matizace.

Autori timto dékuji MSMT za podporu v ramci vy-
zkumného zameru ¢. MSM 6198959216.
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L. Zajoncova and M. Sebela (Department of Bio-
chemistry, Faculty of Science, Palacky University, Olo-
mouc): Amylases — Significance of Determination of
their Activity

a-Amylases (EC 3.2.1.1), catalyzing the hydrolysis of
a-1,4-D-glucan linkages in starch, are widely distributed in
nature, being found in bacteria, plants and animals. Starch
is the most extensively used polysaccharide in the diet of
the Western world. Starch digestion occurs primarily in the
small intestine, where two families of degradation en-
zymes are found. The first family is introduced into the
intestinal lumen and is represented by a-amylases — sali-
vary and pancreatic. Members of the other family
(including disaccharidases) are immobilized on the
brushborder membrane. Amylase activity assays in blood
serum are useful as a diagnostic tool, because markedly
elevated serum amylase levels are associated with pan-
creatitis. There are two most common procedures for the
determination of a-amylase activity: amyloclastic and
saccharogenic. Many other methods have been introduced,
in which either soluble or insoluble chromogenic sub-
strates for a-amylase are used. Recently, a biosensor for
o-amylase activity assay was constructed, based on the
determination of a-amylase-generated maltose using
a peroxide electrode with glucose oxidase, o-glucosidase
and mutarotase immobilised on a cellophane membrane.
The biosensing method offers a great advantage over tradi-
tional spectrophotometry because it is highly sensitive and
there is no interference of coloured compounds. Some
plants, particularly wheat and beans, contain specific in-
hibitors of animal a-amylase. The use of these inhibitors
can help to improve carbohydrate tolerance in diabetics
and aid in weight control. The inhibitors may also found
application in imparting pest resistance to crop plants.



