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Wybrane metody oznaczania enzymow:
amylazy

Enzym amylaza jest glownym bialkiem sliny. Znanych sa trzy rodzaje amylaz, ktéore roznia
sie miedzy soba zarowno rodzajem katalizowanych wigzan, jak i miejscem dzialania na
czasteczke substratu, a takze koncowym produktem reakcji.

W drobnoustrojach i organizmach roslinnych wystepuje amylaza a i B, zas w tkankach zwierzecych
i ludzkich: amylazy a i y [5]. W Slinie wystepuje gldwnie a—amylaza, a takze niewielkie ilosci
p—amylazy, ktora jest pochodzenia bakteryjnego. Wytwarzanie enzymu odbywa sie w komoérkach
groniastych i przyleglych przewodach surowiczych gron gruczoldéw slinowych, w zwiazku z czym
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synteza amylazy odbywa sie gtéwnie w gruczotach przyuszniczych, a w mniejszej ilosci w gruczotach
podzuchwowych. W sladowej ilosci amylaza wytwarzana jest tez w gruczotach podjezykowych [5].

Amylazy zaliczane sa do enzymdw hydrolitycznie rozktadajacych skrobie, glikogen i pokrewne cukry.
Wsrdd tych enzyméw wyroznia sie 3 gtdéwne grupy tj.:

- a-amylazy, zwane rowniez endoamylazami, ktérych zadaniem jest rozszczepianie wigzan wewnatrz
czasteczek substratu. Mechanizm ten zachodzi w sposéb przypadkowy. a-amylazy rozktadaja
amylopektyne, amyloze i glikogen do mneijszych czasteczek, zwanych dekstrynami. Koncowymi
produktami hydrolizy sa maloczasteczkowe dekstryny, ktére zazwyczaj zawieraja jedno wiazanie
a,1-6-glikozydowe, maltoza i glukoza. W sktad a-amylaz wchodzi wapn, ktéry jest czynnikiem
stabilizujacym enzym, a takze to wtasnie wapn odpowiada za aktywna konformacje enzymu.

- B-amylazy (agzoamylazy), ktore hydrolizuja co drugie wigzanie od nieredukujgcego konca substratu.
Beta-amylazy wystepuja u roslin wyzszych, nie stwierdzono ich obecnosci u zwierzat. Ich zadaniem
jest uwalnianie czasteczek maltozy z rozktadanych zwiazkow.

- glukoamylazy (egzoamylazy), hydrolizujace kolejne kazde wiazanie od nieredukujacego konca
substratu (usuwaja kolejne reszty glukozy z substratu) . Sa enzymami wystepujacymi zaréwno u
roslin, zwierzat jak i bakterii [1].

Dobor odpowiedniej metody oznaczanie aktywnosci amylolitycznej zalezy od rodzaju badanego
enzymu, gdyz inaczej oznacza sie a-amylazy, a inaczej B-amylazy. Do oznaczenia aktywnosci
a-amylazy mozna uzy¢ metod, ktére opieraja sie na pomiarze zaniku zabarwienia z jodem,
lub zmniejszenia lepkosci, a takze metod opierajacych sie na pomiarze uwolnionych grup
redukcyjnych. B-amylazy, glukoamylazy, a takze mieszaniny réznych enzyméw amylolitycznych
najlepiej oznacza¢ przez pomiar uwolnionych grup redukujacych [1].

Zdjecie: (od lewej) a-amylaza, http://www.mrc-lmb.cam.ac.uk/genomes/date/lagm.html, oraz
B-amylaza, http://www.mrc-lmb.cam.ac.uk/genomes/date/1bya.html

Ekstrakcja a-amylazy (wg Farid M.A.F. i wsp., 2011)


http://www.mrc-lmb.cam.ac.uk/genomes/date/1aqm.html

W przeprowadzonym doswiadczeniu wykorzystano zdolnosc bakterii Aspergillus sp. i Trichoderma sp.
do produkcji amylazy w trakcie fermentacji.

Ekstrakcja enzymu:

Na koniec procesu fermentacji, biomase potraktowano 0,02 M buforem fosforanowym, pH = 6 (10 ml
/ g substancji statej) i doktadnie wymieszano na wytrzasarce obrotowej przez 30 minut. Cala
zawartos$¢ przesaczono i wirowano przy 4000 obrotach/min w 4°C przez 10 minut. Otrzymany
klarowny nadsacz przechowywano w temperaturze 4°C - stanowit on zrédto enzymu [2].

Oznaczanie aktywnosci enzymatycznej:

W pzreprowadzonym doswiadczeniu Farid M.A.F i wsp. (2011) oznaczali aktywnos$¢ amylazy wg
procedury zaproponowanej przez Jamieson i wsp. (1969) z wykozystaniem rozpuszczalnej skrobi jako
substratu. Mieszanine reakcyjna zawierajaca: 250ul 1% substratu (w/v) w 0,02 M buforze
fosforanowym (pH =6) z dodatkiem 250ul odpowiednio rozcienczonego roztworu enzymu,
inkubowano przez 5 minut w temperaturze 55 ° C. Reakcje zatrzymano dodajac 500ul kwasu
3,5-dinitrosalicylowego (1mg/ml), a nastepnie przez ogrzewanie w tazni z wrzaca woda przez 5 minut.
Po ochtodzeniu probki do temperatury pokojowej, do probki dodano 10 ml wody destylowane;j.
Absorbancje kazdego roztworu zawierajacego brunatny produkt redukcji mierzono przy A=470nm.
Jedna jednostke aktywnosci enzymatycznej zdefiniowano jako

[los¢ biatka, ktéra wytwarza 1 umol cukréw redukujacych (maltoze) na minute w warunkach
doswiadczenia [2].

Ekstrakcja o-amylazy z przewodu pokarmowego dorostych tropikalnych swierszczy
bananowych (Gryllodes sigillatus) (Kouadio E.]J.P. i wsp., 2012)

Surowy ekstrakt enzymu otrzymano wedtug procedury opisanej przez Kouadio i wsp. (2010). Doroste
Swierszcze przemyto woda destylowana, a nastepnie usunieto (odcieto) ich przewdd pokarmowy.
Nastepnie, probke z przewodem pokarmowym $wierszczy (10 g) poddano homogenizacji w 20 ml
buforu fosforanowego (100mM, pH=6,6) z dodatkiem 0,9% roztworu NaCl. Homogenat poddano
sonikacji przez 10 minut, a nastepnie wirowaniu przy 6000 rpm przez 20 minut w temperaturze 4°C.
Powstaly po wirowaniu supernatant zawiera ekstrakt enzymu, w zwiazku z czym nalezy
go przechowywa¢ w temperaturze 4°C [4].

Oczyszczanie enzymu:

Enzym oczyszczano wg metody opisanej przez Kouadio i wsp. (2010).Wszystkie etapy oczyszczania
przeprowadzono w komorze chlodnicze;j.

Surowy ekstrakt enzymu (15 ml) nasycono 80% siarczanem amonu, w temperaturze 4°C
i pozostawiono na 24 godziny (z delikatnym mieszaniem). Nastepnie, zawiesine wirowano przez 30
minut przy 6000 x g. Wytracone po wirowaniu biatko rozpuszczono w 1 ml 20 mM buforu
fosforanowego (pH 6,6), a nastepnie naniesiono na kolumne chromatograficzna (Sephacryl S -100



HR) o wymiarach 1,6 x 65 cm. Kolumne zréwnowazono (equilibrowano) 100 mM buforem
fosforanowym o pH= 6,6. Przeptyw kolumny wynosit 20 ml / godzine (zbierano 1ml frakcje).
Zebrane frakcje - zwierajace aktywna amylaze potaczono w jedna probke, po czym frakcje amylazy
naniesiono na kolumne DEAE-Sepharose CL-6B (o wymiarach 2,2 x 7,3 cm). Kolumne wczesniej
zrownowazono buforem fosforanowym (jak wyzej).

Niezwiazane biatka usunieto przez przemywanie zelu 60 ml buforu réwnowazacego. Zwiazane biatka
wymywano stosujac stopniowy gradient NaCl: od 0,2M do 1 M w 60 ml porcjach buforu do
réwnowazenia. Szybkos¢ przeptywu w kolumnie wynosita 103 ml / h (zbierano 2 ml frakcje).
Niezwiazana amylaze spolowano, a nastepnie nasycano do koicowego stezenia 1,7 M za pomoca soli
sodowej tiosiarczanu. Nastepnie, probke naniesiono na kolumne Phenyl-Sepharose 6 (0 wymiarach
1,4 x 5 cm), uprzednio zrownowazona 20 mM buforem fosforanowym o pH=6,6 (zawierajacym 1,7 M
roztworu tiosiarczanu sodu). Kolumne przemyto buforem do réwnowazenia, a dalej eluowano z niej
biatka wykorzystujac odwrotny stopien gradientu stezenia tiosiarczanu sodu (z 1,7M do 0 M), w tym
samym buforze fosforanowym przy szybkosci przeptywu 69 ml / h. Eluowane biatka zbierano w 1 ml
frakcje, ktére potaczono, a dalej dializowano przez noc wobec 20mM buforu fosforanowego
o pH=6.6. Otrzymana frakcje uznano za oczyszczony enzym. Zwigzane amylazy eluowano
z DEAE-Sepharose CL-6B, rowniez nasyconym do koncowego stezenia 1,7 M roztworem tiosiarczanu
sodu, probki naniesiono na kolumne Phenyl-Sepharose, jak to opisano powyzej.

Frakcje aktywne potaczono i dializowano przez noc wobec 20 mM buforu fosforanowego o pH=6,6.
Otrzymane frakcje uznano jako oczyszczony enzym [4].

Podobnie jak inne enzymy, tak i amylazy maja powiazanie z wieloma jednostkami chorobowymi,
w zwiazku z czym sa enzymami ciggle poddawanymi badaniom. I tak, badania przeprowadzone przez
Natur U.M. i wsp. (2005) wykazaly, ze wzrost stezenie a-amylazy w slinie wiaze sie ze stresem
psychospotecznym, co wskazuje na aktywacje alfa-amylazy w slinie zalezna od stresu. Poniewaz
alfa-amylaza nie wydaje sie by¢ Scisle zwigzana z innymi biologicznymi markerami stresowymi,
takimi jak m.in. katecholamina czy kortyzol, a-amylaza sliny moze by¢ uzyteczna jako dodatkowy
parametr do pomiaru stresu [7].

Oznaczanie aktywnosci a-amylazy w slinie

Do cylindra miaroego z korkiem nalezy zebra¢ 2 ml sliny, po czym rozcienczy¢ ja woda do objetosci
20 ml. Catos¢ probki doktadnie wymieszaé w celu ujednolicenia stezenia w catej objetosci, po czym
probowke odstawic¢ do tazni wodnej o temperaturze 37°C. Nastepnie,do zwyklej probowki odmierzyc
po: 5 ml 0.5% roztworu skrobi, 2 ml 1% roztworu NaCl oraz 2 ml buforu fosforanowego. Probke
wymieszac i rowniez inkubowa¢ w lazni wodnej o temperaturze 37°C przez co najmniej 5 minut.

W statywie przygotowaé 10 probowwk, do ktérych odmierzy¢ po 0.5 ml odczynnika Lugolai 0.5 ml
1M HCI. Po co najmniej 5 minutach inkubowania cylindra oraz probéwki w temperaturze 37°C, do
probéwki dodaé pipeta 1 ml roztworu sliny. Catos¢ zamiesza¢ (w celu ujednolicenia stezenia
enzymu w catej objetosci) i zanotowac czas rozpoczecia kontaktu enzymu z substratem skrobiowym.
Etap ten prowadzi¢ w tazni wodnej o temperaturze 37°C. W krotkich odstepach czasu tj: od 0.5 min.
do 1 min. do 10 probdwek zawierajacych ptyn Lugola nalezy wprowadzac pipeta po 2-3 krople probki
hydrolizatu z probdwki- caly czas obserwowac przebieg reakcji barwnej z jodem (hydrolizat dodawac
do kolejnych probowek tylko do momentu, az nie zaobserwuje sie juz zmiany barwy roztworu jodu).
Brak zmiany barwy w probce z roztworem jodu bedzie swiadczy¢ o osiagnieciu punky achromowego

[6].



Aktywnos¢ amylazy w slinie w jednostkach/ ml

W powyzszym doswiadczeniu za jednostke aktywnosci amylazy przyjmujemy sie taka ilo$¢ enzymu,
ktéra hydrolizuje 25 mg skrobi w czasie 10 minut i w temp. 37°C (pH=6.6) w obecnosci jonéw
chlorkowych, do produktéw nie dajacych barwy z jodem, np.: jesli w doswiadczeniu pobrano 1 ml
10x rozcienczonej $liny, a punkt achromowy osiagnieto po uptywie 5 minut, to aktywnos¢ amylazy
nalezy obliczy¢ w nastepujacy sposob: 10/5 x 10 = 20 jednostek/ml [6].

Oznaczanie aktywnosci a-amylazy metoda Heinkela [1].

W metodzie tej oznaczeniu poddaje sie ilos¢ roztozonego substratu (skrobi) na podstawie stopnia
zmniejszenia sie zabarwienia z jodem. Otrzymane wyniki podaje sie w jednostkach Wohlgemutha.
Jednostka Wohlgemutha oznacza takq aktywno$¢ amylazy w 1 ml badanego roztworu (surowicy,
moczu), ktéra w ciggu 30 minut i w temperaturze 37°C, rozklada 1 mg skrobi do produktow nie
dajacych zabarwienia z jodem. Caly proces zachodzi w obecnosci jonéw chlorkowych [1].

Substrat skrobiowy: 0,5 g skrobi, 1 g NaCl, 2 g cytrynianu sodu nalezy zawiesi¢ w 10 ml zimnej
wody, catos¢ wlaé do 90 ml wrzacej wody- probke miesza¢ az do momentu catkowitego
rozpuszczenia, a na koniec doda¢ 1 g benzoesanu sodu- konserwacja probki.

Wykonanie:

1. 2.4 ml substratu skrobiowego nalezy umiesci¢ w probéwce i ogrzac¢ do temperatury 37°C przez
10 minut w taZni wodne;j.

2. Po inkubacji doda¢ 0,1 ml surowicy lub moczu, prébke ponownie ogrzewac¢ w 37°C prze 30 minut.
Nastepnie, doda¢ 2,5 ml 20% kwasu sulfosalicylowego,a po kilku minutach probke przesaczyc.

3. Réwnolegle wykonac¢ prébe kontrolna, biorac w tym celu 2,4 ml substratu, 0,1 ml surowicy (lub
moczu) oraz 2,5 ml roztworu kwasu sulfosalicylowego (w kontroli pomija sie etap inkubacji przed
dodaniem kwasu)- catosc przesaczy¢.

4. Nastepnie, do 0,5 ml pzresaczy proby badanej i préby kontrolnej nalezy dodac¢ 9,5 ml
rozcienczonego roztworu jodu (rozcienczenie 150-krotne). W prébkach oznaczyé wartosc
absorbancji przy dtugosci réwnej A=560 nm wobec wody.

5. Wartos¢ absorbancji préoby badanej odja¢ od wartosci proby kontrolnej, a z krzywej kalibracyjnej
odczytac¢ wynik w jednostkach Wohlgemutha [1].

Wykreslenie krzywej kalibracyjnej do doswiadczenia:

Do 0,1 ml roztworéw wzorcowych skrobi zawierajacych kolejno po: 2,4,6,8 oraz 10 mg/ml dodac po
0,15 ml 0,9% roztworu NaCl, 0,25 ml roztworu kwasu sulfosalicylowego oraz 9,5 ml roztworu jodu
(rozcienczonego 150-krotnie). Dla wszystkich probek zmierzy¢ absorbancje i wyznaczy¢ krzywa
kalibracyjna, odktadajac na osi odcietych jednostki Wolhgemutha [1].

Oznaczanie aktywnosci amylaz - metoda Sandstedta, Kneena i Blisha (SKB,1939)

Oznaczenie aktywnosci amylaz powyzsza metoda opiera sie na pomiarze ilosci roztozonej skrobi, co
okresla sie na podstawie zmiany intensywnosci zabarwienia w mieszaninie reakcyjnej, w sktad ktorej
wchodzi jod. W doswiadczeniu musza by¢ spelnione nastepujace warunki: nalezy okresli¢ czas



dziatania enzymu w optymalnym pH oraz temperaturze. Stosowana w doswiadczeniu skrobia
ziemniaczana (bedaca substratem reakcji) barwi sie z jodem na niebiesko (ze wzgledu na znaczna -
ok. 20% zawartos¢ amylozy). Po przerwaniu reakcji enzymatycznej i wprowadzeniu jodu w probie
materialowej (bez enzymu) nalezy oznaczy¢ pochtanianie barwnego kompleksu powstatego z cala
iloscia skrobi wprowadzonej do reakcji, natomiast w prébie z udzialem enzymu- oznacza sie
absorbancje kompleksu skrobi nie roztozonej i dekstryn. Ilos¢ roztozonej skrobi okresla sie z réznicy
pomiardw tych dwdch prob [3].

Wykonanie oznaczenia:

Wyciag enzymu z trzustki wieprzowej (w kolbie miarowej na 10 ml) nalezy uzupetni¢ do kreski 0,9%
roztworem NaCl i doktadnie wymieszac. Do 3 czystych probdwek pobrac¢ po 1 ml 1% zbuforowane;j
skrobi (tj. 1% skrobia w 0,05 M buforze Tris-HCI o pH=7.0). Probki nastepnie wstawi¢ na 5 minut do
tazni wodnej o temperaturze 37°C, po czym do dwdch probek dodac¢ po 1 ml roztworu enzymu
z kolby na 10 ml (préby pelne -oznaczone jako ,P”), a do trzeciej 1 ml wody destylowanej (préba
odczynnikowa - oznaczona jako ,0”).

Po doktadnym wymieszaniu, probki inkubowa¢ przez 15 minut w temperaturze 37°C. Po uplywie
czasu inkubacji nalezy przerwac reakcje enzymatyczna poprzez dodanie do prébek po 5 ml 0,5M
kwasy solnego (HCI). Nastepnie, przygotowac 3 czyste probowki z 5ml roztworu jodu w jodku potasu
(tj.: 0,006% roztwor), doda¢ do nich po 0,25 ml z poszczego6lnych mieszanin reakcyjnych (z 2 préb
oznaczonych jako ,P” oraz 1 préby "0”). Przygotowane probki doktadnie wymieszac, po czym
zmierzy¢ absorbancje dla préb pelnych i préoby odczynnikowej przy dtugosci fali réwnej A= 670 nm
(w fotometrze nastawionym na ,0” wobec wody destylowanej) [3].

Oznaczanie aktywnosci amylaz

Zasada metody opiera sie na utlenianiu kwasem 3,5-dinitrosalicylowym grup redukujacych
uwolnionych podczas hydrolizy skrobi przez amylazy. Powstate w wyniku reakcji barwnie potaczenia
mierzone sg kolorymetrycznie przy dtugosci A=530 nm.

Jako material badawczy mozna wykorzysta¢ surowy preparat enzymatyczny z kietkow zyta, ktory
zawiera mieszanine a-amylazy, p-amylazy i glukoamylazy.

a)Otrzymywanie surowego preparatu enzymatycznego :w tym celu nalezy zhomogenizowac¢ 10 g
kietkow z 40 ml 0,2M buforu octanowego o pH=5,6. Probke ekstrahowac przy uzyciu mieszadta
magnetycznego przez 20 minut, po czym odwirowac ( 20 000 x g przez 15 minut). Ekstrakcje nalezy
powtorzy¢ ponownie (2 razy) , wykorzystujac po 20 ml buforu octanowego. Otrzymane po ekstrakci
suoernatanty potaczy¢ i doda¢ (NH,),SO, do 80% naycenia. Tak przygotowana probke odstawi¢ na
16-godzinng inkubacje, a nastepnie odwirowac¢. Otrzymany po wirowaniu osad rozpusci¢ w 60 ml
buforu octanowego (pH=5.0): w tym celu do prébki dodawac¢ bufor porcjami (po 20 ml), za kazdym
razem probke miesza¢ 15 minut, a na koniec odwirowa¢ (20 000 x g, 15 minut). Otrzymane
supernatanty po 3 wirowaniach potaczyé w jedna prébke i dializowa¢ 24 godziny wobec buforu



octanowego o pH=5.0. W trakcie dializy nalezy zmienia¢ kilkakrotnie bufor w celu usuniecia
z roztworu (NH,),SO,. Powyzsza procedure przeprowadza¢ w temperaturze od 0°C do 4°C [1].

b)Oznaczanie aktywnosci enzymu: po 1 ml roztworu enzymu i roztworu skrobi (tj.: 0,5% roztwor
skrobi w 0,01 M buforze octanowym o pH=5.0) inkubowa¢ w temperaturze 30°C przez 30 minut.
Nastepnie nalezy zatrzymac¢ reakcje enzymatyczna poprzez dodanie 2 ml odczynnika
dinitrosalicylowego (tj.: 1 g kwasu 3,5-dinitrosalicylowego, 20 ml 2M roztworu NaOH i 30 g winianu
sodowo-potasowego uzupeni¢ woda do objetosci 100 ml). Przygotowana mieszanine inkubowacé
w taZni wodnej przez 5 minut w celu reakcji uwolnionych grup aldehydowych z odczynnikiem. Po
ostudzeniu mieszaniny, doda¢ do niej 6 ml wody i zmierzy¢ absorbancje w spektrofotometrze przy
dtugosci fali réwnej A=530 nm.

Réwnolegle do ppowyzszego oznaczenia nalezy wykona¢ probke kontrolna: do 1 ml roztworu enzymu
dodaé¢ 2 ml odczynnika dinitrosalicylowego (j.w.) oraz 1 ml 0,5% roztworu skrobi. Nastepnie
postepowaC w sposéb identyczny jak z préobka badana (opis powyzej).

Z krzywej wzorcowej przygotowanej w granicach stezen glukozy od 0,1 do 1,4mg odczytaé ilos¢
uwolnionych grup redukujacych. Za jednostke aktywnosci enzymu nalezy przyjac taka ilos¢ enzymu,
ktéra w ciagu 1 minuty w temperaturze 30°C uwalnia grupy redukujace w ilosci rownowaznej 1 pM
glukozy [1].

Autor: Lidia Koperwas
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