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““Verfahren zur Akt1v1tétsbest1mmung von Hydrolasen mittels

elektrochemlscher Anzeige"

Anwandqugggblet der Erfindqu

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Aktivitats-
bestimmung von Hydrolasen mittels elektrochemischer Anzeige.
Das erfindungsgemaBe Verfahren ist besonders fur den Einsatz
in der mikrobiologlschen Industrie geeignet. '

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Die Enzymaktivitdt von Hydrolasen wird nach dem chromolyti=-
schen Verfahren durch die Spaltung gefarbter niedermolekula-
rer Substratanaloga oder chromophoretragender hochmolekularer
Substrate photometrisch bestimmt, Dieses Verfahren erfordert
das Ausfidllen des Enzyms zum Abstoppen der Reaktion und das
anschlieBende Zentrifugieren, Saccharogene Methoden fur
Amylaaen.Zelluloeen oder Pektinasen weisen die entstandenen
Bruchstiicke mittels angekoppelter Enzymreaktionen nach, an
‘die eine farbstoffbildende Reaktion angekoppelt ist. Hier ,
tritt ein hoher Reagenzienverbrauch ein, der diese Verfahren
undkonomisch macht,. Es wurde bereits beschrieben, fir diese
Zwecke Enzymelektroden einzusetzen (Pfeiffer et al. Anal,
Lett, 13, 1179 (1980), -Scheller et al, DD 142 248),

Hier treten aber Stdrungen der Messung durch Beimengungen an
Mono- und Oligosacchariden auf, '

Die weiterhin gebréuchliche Jod-Stérke~Reaktion zur Amylase-
~ bestimmung sowie die Viskosimetrie bei Pektinasen liefern
sehr ungenaue Werte (Hempel, 3.. He Ruttloft Nahrung 17
(1973) 749).




Ziel der Erfindqu o - B
- Das Ziel der Erfindung besteht darin. die Akt1v1tatsbestim-
mung von Hydrolasen durch die Verwendung billiger makromole-

~ kularer Substrate. durch die Einsparung einer enzymatischen

.Hilfsreaktion und durch einfachere Handhabbarkeit Zu rationa=-
lisieren. Weiterhin soll :eine hohe Empfindlichkeit und gute
Prazision der Aktivitétsbestimmung erzielt werden,

|
t

Qaglggyng_ggg,Wesens der Erfindung | .
Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur elektrochemi--
schen Aktivitatsbestimmung von Hydrolasen zu entwickeln,

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB durch ein Verfahren gelést,
dag dadurch gekennzeichnet ist, daB makromolekulare mit
elektrodenaktivén’Gruppen modifizierte Subétrate; die ggf. an
einer festen Phase fixiert sind, mit Hydrolasen zur Umsetzung
gebracht werden und die elektrochemische Aktivitat der Spalt-
‘(produkte an einer amperometrischen oder: tensammetrischen
Elektrode gemessen wird. ZweckmaBigerwéise werden dabei die
niedermolekularen, grenzflichenaktiven Spaltprodukte durch
Eintauchen der MeBelektrode in das MeBgefaB bereits wahrend
der Inkubation der Hydrolasen adsorptiv an’ der Elektroden-v
oberflache angereichert, ‘
Insbesondere ist es durch die Erfindung moglzch, die Aktivi-
tat der Hydrolasen Protease, Amylase, Cellulase oder Pektina-
se zu bestimmen., Als modifizierte makromolekulare Substrate
werden erfindungsgemé&vvernetzte oder unvernetzte Stédrke, |
Cellulose oder Pektine eingesetzt, die mit Chinon~, Hydro=
chxnon-; Diazogruppen, Metallchelaten oder Redoxindikatoren
modiflzmert sind.

Ginstig fir die Durchfuhrung des Verfahrens lst es, unldsli-
che Substrate einzusetzen oder die in der MeBeinrichtung vor=
handenen Flachen, wie Gef&Bwand, Rihrer fir die Fixierung der
Substrate zu nutzen, Allerdings kénnen noch zusétzliche Form=
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korper anwesend selq wie Perlen aus Glas oder Kunststoff. an
deren Oberflachen dies Substrate fixiert sind.

Im folgenden soll das Verfahren noch nadher erldutert werden.
Bei der Inkubarlon wird die Hydrolase enthaltende MeBprobe
mit einem Puffer, der das jewallige pH-Optimum besitzt, ver=-
dunnt, danach in die temperierte MeBzelle eingefillt und wéh-
rend der Vorinkubation mit einen Magnetruhrer umgewilzt, Das
/ immobllisierte Substrat wird erst nach Einfihren der Indika-
tor- und Gegenelektrode in die MeBldsung gegeben, Die tensam-
métrische'Anzeige mittels tropfender Queckeilbarelektrode
oder mit einer Festelektrode. z. B, aus Nickel, wird fir sol-

~ che Substrate benutzt. wo die elektrodenaktive Gruppe polaro-

graphisch reversibel umgesetzt wird, d. h. im Wechselstrom-

'polarogramm ein faradayscher Peak vorliegt z. B, bei Chinon

oder Metallchelaten. Bei diesem MeBprinzip orfolgt keine Ent-

liftung der MeBlosung. Die amperometrlsche Anzeige wird bei

-diazogruppen- oder'hydrobhinongruppentraéanden Subéthaten

eingesetzt, wobei die ersteren Bruchstiicke in-der entliufteten -

‘MeBlésung an der Quecksilberelektrode erfaBt werden, Die

amperometrische oder tensammetrische Meéaung'erfolgt nach

einer Inkubationszeit von 1 - 30 min.

Die Bestimmung der Hydrolaseaktivitét erfolgt'éls Relativmes-

sung und bezieht sich auf die Kalibr:arung mit Standardlbsun-

gen bekannter Aktivitat., '

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Bestimmung der Aktivitét ‘

von Hydrolasen besitzt gegenuber den bisherigen Verfghren

folgende Vorteile: . ‘ :

- die direkte elektrochemische Anzeige der Spaltprodukte 1m

v Reaktionsgemlsch eliminiert _

- die Notwendigkeit zusatzlicher enzymatischer Hilfsreaktio-
nen der saccharogenen Methode bzw. von Arbeitsschritten wie
AUsféllen'und anschlieBendes Abzentrifugieren bei dem chro-
molytischen Verfahren. Es ist einfach durchfuhrbar und- lie-v
fert eine gute analytlsche Qualitat. A



Auéfﬁhrungsbeisgiele ,
Die Erfindung soll nachstehend an zwei Ausfuhrungsbeispielen
erlautert werden,

'Belsglel |
In Verbindung mit einer temperierbaren MeBzelle wird der Po-

larographie Analyzer Modell 174A verwendet, wobei die MeBket-
te charakteris1ert ist durch: Arbeitselektrode (Quecksilber- ’
tropfelektrode mit einer Tropfzeit von 2 8), Bezugselektrode :
(SCE) sowie Gegenelektrode (Bodenquecksilberelektrode). In
der Zelle befinden sich 5 bzw. 10 ml Grundlésung (0,066 M
Phosphatpuffer, pH 8,0). Darin geldster Sauerstoff wird mmt
gereinigtem Stickstoff entfernt. Die MeBldsung wird auf
25 = O 1% temperiert. : ‘
Zundchst wird ein differentielles Pulspolarogramm mit einer
' Azokaseinmenge aufgenommen, dze die Sédttigung der Elektroden-
oberflache bewirkt. Das bedeutet, dab. obarhalb dieser Konzen-
tration keine Peakstromanderung (Ep,= -450 mV ve. SCE) erfol-
gen kann, Dieser Wert betrigt 3, O « 10" M und ist,groBer als
der schelnbare KM-Wert." : K o
_Nunmehr 158t sich diese Substratmenge mit verschiedenen
"Trypsinmengen versetzen. Nach kurzer\;nkubationszeit (5 min)
‘wird erstmalig die‘Péakstromerhahung gemessen, die durch die
Reduktion der entstandenen niedermolekularén azogruppentra=-
genden Spaltprodukte hervorgerufen wird. Diese Stromerhdhung
ist in einem Bereich der Enzymkonzentration proportional, Ein
Anstieg des Peakstromes ist schon bei einer Enzymkonzent ra-
tion von 0,5 ¢ 10~ U/ml nachweisbar. Eine lineare Abhingig-
keit des anfanglichen Peakstromanstiegs von der zugesetzten
: Enzymmenge zeigt szch bis maximal 7,0 ° 10" U/ml. Damit ist
es mogl:ch die Trypsinaktivitdt im Bereich von 0 5 bis
7,0 ¢ 107 3 U/ml zu bestimmen. ‘ '



. Beispiel 2 » | ‘

Es wird mit der gleichen MeBkette wie in Beiapiél 1 gearbei-
tet, aber die Tensammafrie benutzt (Amplitude = 10 mV 78 Hz).
Als‘Grundlésung'dienen'0,066 M Phosphatpuffer, pH 6'5 Die -

MeBldésung wird auf 25 20,1% temperiert. Mit Cibacron-Blau
modifizierte und zusitzlich quervernetzta Stérke (blue

. starch) wird als Suspension der MeBlosung zugesetzt.

Das Substrat zeigt bei der Aufnahme des Wachselstrompolafo-.
gramms im Potentlalbereich -400 bis -900 mV bei pH 6,5 keinen
Peakstrom. <

Nach der Einwirkung bakterieller aCLAmylase (0 5 I. U,) auf
die Stérke-Suspension (2 mg/ml) wird ein Peakstrom regi-
striert (Ep = =650 mv), der innerhalb 15 min linear mit der
‘Zeit ansteigt. Die Bildungsgeschwindigkeit des Spaltprodukts
‘hangt direkt von der Amylaseaktivitét ab, . :

Mittels einer Kolibrierungsmessung kann die Amylase-Aktivitét
in unbekannten Probélosungen bestimmt werden.



Erfindungsansgruch .
1. Verfahren zur Bestimmung der Akt:vitat von Hydrolasen mit-

tels elektrochemischer Anzeige, gekennzeichnet dadurch,
daR makromolekulare mit elektrodenaktiven Gruppen modifi-
zierte Substrate, die ggf. an einer festen Phase fixiert

- 8ind, mit Hydrolasen zur Umsetzung gebracht werden und dle

elektrochemische Aktivitat der Spaltprodukte an einer am-
_perometrischen oder tensammetrzschen Elektrode gemessen:

- wird, wobei die entstehenden niedermolekularen, grenzfla-

chenaktiven Spaltprodukte durch Elntaughen der MeBelektro-

de in das MeBgefsB bereits wihrend der Inkubation der .

.~ Hydrolasen’ adsorptlv an der Elektrodenoberfléche angerei-

" 2.

chert werden,
Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch daB die

Hydrolasen Proteasen, Amylasen, Cellulasen odervPektinasen;
Sindo ‘ : . ‘

3. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch. daf die

modifizierten makromolekularen Substrate vernetzte oder

 unvernetzte Stérke,‘céllulose‘oder Pektine sind, die mit

Chinon-, Hydrochinon=, diazogruppen, Metallchelaten‘oder
Redoxindikatoren modifiziert sind.

" 4. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadufch. daB als

feste Phase fir die Fixierung der'mékromolekularen Substra-
te, die in der MeBeinrichtung vorhandenen Fléchen, wie Ge-
faBwand, Rihrer oder zusitzlich eingebrachta Formkbrper

mit groBer Oberflache dienen.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

