DEUTSCHE DEMOKRATISCHE REPUBLIK
AT FOR ERFINDUNGS- UND PATENTWESER

~J mnA

i “(/ = ! ) e A A& Ny A et )
BIA uEu\ TSCHRIEFYT 142 24¢

b"\!irtsc!‘\aﬁ:petem
- : Erteiit gomit § 5 Absatz 1 des Anderungsgesetzes Zum Patentgesetz

In der vom Anmeidsr eingereichten Fassung verStfentlicht

3

int.cl3
(11)  .142 248 ‘ (44) 11.06.80  3(51) G 01 N 33/48

(21) WP G 01 N/ 211 425 (22) 07.03.79

(71) Akademie der Wissenschaften der DDR, Zentrallnstltut fir
Molekularbiologie, Berlln, DD

(72) Scheller, Frieder, Dr. Dipl.=Chem.; Pfeiffer, Dorothea,
_ Dipl.=Biol.; Weise, Hartmut, Dipl.-Ing., DD
(73) siehe (72) .

(74) Akademie der Wissenschaften dexr DDR, Forschungszentrum
fiir Molekularbiologie und Medizin, AG Patent- und
Neuererwesen, 1115 Berlin, Lindenberger Weg 70

(54) Enzymelektrode zux Bestimmung von Maltose, e~Amylase
und Stdrke .

»

(57} Die Erfindung betrifft eine Enzymelektrode zur Bestimmung der

Kon. . tration von Maltose und Stédrke sowie der Aktivitdt von

a~Anmylase. Sie kann in der medizinischen Diagnostik und in der

. Lebensmittelindustrie eingesetzt werden. Das Ziel besteht darin, ein

spezifisches Verfahren zu entwickeln, das bei einfacher Handhabung

kurze MeBzeiten aufweist und das neben der quantitativen '

Bestimmung der e=-Amylaseaktivitdt auch die Bestimmung der

Konzentration von Maltose oder Stdrke in der gleichen Probe

erlaubt. Die erfindungsgemédBe Enzymelektrode besteht aus einer

0p= oder lij0O,-angezeigten Elektrode, die mit einerxr

Enzymschicht aus Glukoseoxidase und Glukoanylase bedeckt ist.

Zur Bestimmung von Maltose und a-Amylase wird diese

Enzymschicht durch einen Dialyseschlauch ven der Me8lOsung

abgetrennt, wdhrend zur Stdrkebestimmung die Enzymschicht direkt

nit der MeB8ldsung in Kontakt steht. Das Verfahren zur Bestimmung

von Maltose, a-Amylase und Stdrke ist gut handhabbar, durch den

' Einsatz von Enzymen spezifisch und durch deren Wiederverwendbarkeit
billig. ' :
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Enzymelektrode zur Bestimmung von Maltose, X -Amylase und Stir-

ke

Anwendungsgebiet :
Die Erfindung betrifft eine Enzymelekirode zur quantltatlven

Bestimmung der Aktivitdt von Ox~Amylase sowie der Konzentration
von Maltose und Stirke. Das Verfehren ist vor allem flir den

Eingatz in der Notfalldiagnostik bei akuter Pankreatitis geeige- 4
net, wobei eine Unterscheldung zwischen normaler und erhdhter '
Enzymaktivitdt im Serum notwendig ist. Weiterhin besitzt die

Bestimmung der 0(—Amylase, Maltose und Stdrke in der Lebensmite-
telindustrie z., B, bei der Gewinnung von Zuckern aus Stirke, in -
der Backwarehindustrie, der Bierbereitung sowie in Brennereien
eine groBe Bedeutung und das érfindungsgeméBe Verfahren ist fiir

diese Gebiete geeignet,

Chérekteristik der bekannten technischen Losungen

Die verbreitesten Methoden zur Messung von (~Amylase. basieren
auf dem.Abbau gefdrbter Stérkekomplexe (Jod-Stérke, Farbstoff- |
Stédrke), Diese Methoden bendtigen zur Auswertung ein Colori- -
meter, Die Jod-Stérke-Reaktion ist zwar einfach zu handhaben,
aber das Substrat ist schwer zu standardisieren, so daB ihre
Aussagekraft nur begrenzt ist. Die Farbstoff-Stiarke-Methode
erlaubt zwar eine gute Differenzierung zwischen normaler und
erhdhter G{-Amylase—Aktivitéﬁ, aber sie erfordert zeitaufwen-
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dige Prozeduren wle zentrifugieren, dekentieren und Bezugsmes-

sungen. : .
Die zur Stérkebestimmung eingesetzte Lichtstreuungstechnik ist .

im allgemeinen zu ungenau, auch die Reduktionsmethode fir Mal-

tose und ol ~Amylase ist zu unspezifisch, Gekoppelte enzymati-
sche Assays fiir Maltose und&rAmylase sind zwar spezifisch aber
durch den Elnsatz von zusétzlichen Enzymreaktionen sehr zeit- .
aufwendig und teuer (D, Lehané, P. Wissert, G, Lum und A.Levy,

Clinical Chemistry 23, 1061, 1977).

In der Lebensmittelindustrie wird auBerdem eine viskosimetri-.
sche Methode zur Bestimmung der cinAmylaseaktivitét einge~
setzt, die aber ebenfalls.zu zeitaufwendig ist .(Messzeit 1 Std.
je Probe) (P. Anderegg, F. Schur und H, Pfennlnger, Schweiz

~ Brauerei-Rdsch. 87, 239 (1976).

Ziel der Erfindung

Das ziel der Erfindung besteht darin, die Vorteile der ampero- .
metrischen Enzymelektrode, d. h., kurze MeBzeit; kleines Pro-
benvolumen, hohe Spezifitdt durch Verwendung von Enzymreaktio- |
nen sowie h#ufige Verwendbarkeit der Enzyme fiir viele MeBpro=-
ben auf die Bestimmung der Aktivitst von c(—Amylase sowie .der
Konzentrationsbestimmung von Maltose und Stirke anzuwenden,
AuBerdem soll die Methode die gleichzeitige Bestimmung der
Konzentration niedermolekularer Saccaride und der c{-Amylase-
aktivitd?t in der gleichen MeBprobe erlauben, '

Darlegung des Weseng der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, eine Enzymelektrode zur ampero=
metrischen Bestimmung der Aktivitdt von 3(—Amylase und der
Konzentration von Maltose und Stirke zu entwickeln,

Die erfindungsgemdBe Enzymelektrode besteht aus einer 02- oder
H202—anzeigenden Elektrode, die mit einer Enzymschicht aus
Glukoseoxidase und Glukoamylase bedeckt ist. Zur Bestimmung
von Maltose und X -Amylase wird diese Enzymschicht Gurch ei-
hen Dialyseschlauch von der MeBldsung abgetrennt, wihrend zur.
Stédrkebestimmung die Enzymschicht direkt mit der MeBlosung in
Kontakt steht, Bel der Bestimmung der of -Amylaseaktivitds in
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Gegenwart von Glukoamylase wird die Differenz zwischen dem
VeBwert mit der GOD-Glukoamylase-Elektrode (Gesamtamylase) und

einer nur GOD-enthaltenden Enzymelektrode (Glukoamylesealktivi-

t8%) gebildet, Die Abtrennung der B-Amylaseaktivitidt erfordert
eine Hitzedesaktivierung dieses Enzyms,

¢! ~Amylase spaltet in Stdrke 1,4~ o/ -glykosidische Bindungen
im Inneren des Molekiils, wodurch niedermolekulare Bruchstiicke
entstehen, Das Endprodukt des Abbaus ist Maltose. Widhrend ge~
16ste Stédrke mit einem Molekulargewicht iiber 50 000 nicht -
durch Dialysemembranen passieren kann, gelangen die niedermo~

- lekularen Bruchstiicke durch dieses "Sieb". Auf diese Weilse 1st

eine Trennung deés Substrates von den Réaktionsprodukten bzw,
eine Bestimmung von Maltose in Gegenwart von Starke mdglich,
Die erfindungsgemédBe Enzymelektrode nutzt dieses Prinzip zum
Nachweis der in der Meflosung gebildeten Reakitionsprodukte bei
e{ -Amylasé sowie zur Messung von Maltose aus., Die.Enzymschicht

.enthdlt die Enzyme Glukoamylase und Glukoseoxidase. Durch die

Glukoamylase wird jeweils der endstidndige .Glukoserest der nie-
dermolekularen Saccaride abgespaltet und durch die Glukoseoxi-
dase erfolgt die Oxydation zu GlukonsZure unter Sauerstoffver-
brauch, Der Sauverstoffverbrauch ist damit ein MaB fiir die Kon-
zentration an niedermolekularen Saccariden in der MeBldsung
bzw., seine zéitliche Anderung ist der o{—Amylaseaktivitét pro-
portional, Die Indikation des MeBwertes kann entweder auf der
Messung des Sauerstofiverbrauches oder der Bildung von Wasser-
stoffperoxid mit einer Platinelektrode erfclgen. '
Die erfindungsgeméfBe Enzymelekirode, die Glukoamylase und Glu-
koseoxidgse enthidlt, glbt fiir Glukose oder laltose ein statio-
nires MeBsignal, d. h. sie zeigt die Konzentration dieser Zuk- “
ker an. Damit ergibt sich aus dem Anfangswert der Stromzeit-
kurve die Konzentration von Glukose bzw. von Maltose, wihrend
das Gebiet des linearen Anstiegs ein MaB fiir die Amjlaseakti-

vitdt der MeBprobe darstellt,
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AusTilhrungsbeispie

Die Erfindung soll nachstehend arn 2 Ausfiaruag gsbeispi.iz - o-

liutert werden.

1
..... i Glukoseoxidase und 500 IZ Glukoamylase we runi
zu einem Film von Oy1 mm Dicke und einer Flich=z oo

}“l

Beisnie

. .

Totopolymerisiert., Diese Enzymschicht wird auf einc u

OE—Elekirode g0 aufgebracht, daB sich eine E:z:m‘_
3. mm euf der Polyethyleanmembran unmitie.be
trode befindet, Uber die Enzymscn¢chu wird el
folle (siehe DDR-Patentschrift 131414) mit einem S»
den Elektrodenmantel gezogen,

. Die priparierte Enzymelekirode taucht
rilhrer bewegie MeBlOsung, sie ist an

ber aageSCﬁlossen. Die MeBzelle wird
auf 25 %¢ - semperiert, In der MeBzelle

Tprozen n StErkellsung, die 0,1 M
&ﬂthélt} Hachiem der Grundwert eingestellt wizd, wird
lchxurve durch Zugave von jevsi's 20 ul elzer Glukore. -
mit 250 mg/dl aufgenouwen, Dazu werden 5 succesive Zugaie,
durchgefithrt und die Edhe des stationiresr . -tes ermittels,
Nach Erneuerung der MeBlisung erfolgt eine c..aloge Eicnung

mit Maltoség Zur eigsatlichen Messuag wird i2 Probe von

50 /ul Serum zur Mciibsung gegebsn. Die ¥ ¢ oos Signals,
sich aus der Extrapclation des Aniangszns. . @ .3 des Lo s
auftretender linearc. Gebletes erglini mit Dl

sichkurve fir Glukose aile Glukese o zeatns®: -~ -m Serum-v

ran o sur Be s»mmmung von Maltose, :  -aimviase vnd 3% s
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Aus dem Anstieg des linearen Gebietes wird die Maltosemenge,
die je Zelteinheilt gebildet wird (z. B. im Zeitraum von 5 -

15 Min. nach Probenzugabe) iiber die Eichkurve fiir Maltose be~
stimmt., Die Aktivitdt der W-Amylase ergibt sich unmittelbar
aus diesem Wert, i
Beigpiel 2 , : . »
Analog zu Beispiel 4 erfolgt die Herstellung der Enzymschicht, — -
-Diese Enzymschicht wird auf eine Dialysemembran,aufgebracht,.

die suf der Stirnseite eines Elektrodenmantels befestigt isty
Uber der Enzymschicht wird eine weitere Dialysemembran sowie

eine Polyurethanfdlie gespannt, Die weitere Pridparation der
Elektrode erfolgt.wie in Z.med.Lab.Diagnostik (18, 312 (1977))
beschrieben wurde. Die Elektrode.wird mit einem umgebauten
pOz-Meter auf 600 mV polarisiert, Nachdem der Grundstrom einen -
konstanten Wert eingenommen hat, wird eine Eichkurve fiir Male-

. tose und Glukose, wie in Beispiel 1, gufgenommen, Danach wer-

. den 50 /ul eines mikrobiellen Enzympréparates zur MeBldsung
zugesetzt. In Analogie zu Beispiel 1 ergibt der Anfangsteil

_ der Stromzeitkurve die Maltosekonzentration, wihrend das 1li-

neare Gebiet, das etwa 3 Minuten nach Probenzugabe auftritt,

die Amylaseaktivitdt liefert. Zur Abtrennung der Glukoamylase-
aktivitét wird die zeitliche Abhéngigkeit der Glukosekonzen-
tration mit einer Enzymelektrode gemessen, die nur Glukoseoxi-
dase enthdlt, Uber die Eichkurven fir Glukose kann dann die ‘
Glukoamylaseaktivitdt von der Gesamtamylaseakt1v1tat abgezogen
Werden.-

:Beisgiel 3
40 IE Glukoseoxidase und 20 IE Glukoamylase werden mit 5 §ul

Glutaraldehyd an_6;cm2 Selde fixiert, Diese Enzymschicht wird

direkt auf der Polyethylenmembran der in Beispiel 1 beschrie-

benen 02-Elektrode befestigt.ohne das eln Dialyseschlauch zur -
'}Losunvsselte angebracht wird,

.. Die so préparierte Enzymelektrode taucht zur Stédrkemessung in

' eine geriihrté 0, 1 ml Pufferldsung pH 5,5. Zur Eichung Nurden "
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definierte Mengen einer konzentrierten Zulkowéki~8térke-Ldsung
zugegeben, Als MeBwert dient entweder der stationdre Wert des
Abfalls desg 02-Stromes oder die Anfanc“snelvung der Strom-Zelt—. -
Kurve (kinetisches Prinzip). S
Die Bestimmung der Stérkekonzentration in den Proben erfolgt
analog dazu liber die Eichkurven.,
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Erfindungsanspruch

1. Ehzymélektrode zur Bestimmung von Maltose, ¢{-Amylase und

- Stédrke, gekennzeichnet durch eineOz- oder HéOZ-anzeigende .
Elektrode, die mit einer Enzymschicht aus Glukoseoxidase
und Glukoamylase bedeckt ist, welche ggf, mit einem Dialy-
seschlauch bedeckt ist. |

2+ Verfahren zur Bestimmung von Maltose und Amylase unter Ein-

~ satz der Enzymelektrode (mit Dialyseschlauch) nach Punkt 1,
dd.gk., daB die Maltosekonzentration aus dem Anfangsteil
der Stromzeitkurve und die K -Amylaseaktivitit. aus denm
konstanten Anstieg bestimmt wird.
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