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Verfahren und Reagens zur Bestimmung von Glycerin

Anwendungssebiet der Erfindung

bie Brfindung betrifft ein Verfahren und ein Reagens zur
. enzymatischen Bestimmung von Glycerin mittels einer besiimm-
~ten Glycefinoxidase,-diese selbst und ihre Gewinnung.

Die Erfindung wird angewandt in der medizinischen Diagnostik.

- Die Bestimmung von Triglyceriden (= Glycerinester von lang-
‘kettigen Fettsiuren) hat fiir die medizinische Diagnostik
eine erhebliche Bedeutung. Ein erhthter Triglyceridspiegel
~im Blut ist ein wesentlicher Risikofaktor der Arterioskle-
rose. Bel hohen Triglyceridwerten; also Hypeririglyceridimie,
" kommen Coronarinsuffizienz und Herzinfarkt hdufiger vor als
bei niedrigen Triglyceridwerten. Hypertriglyceriddmie be-
glinstigt das Auftreten von Arteriosklerose und Coronar-
erkrankungen und muf daher frilhzeitig erkannt werden, damit
die Behandlung rechtzeitig beginnen kann. Eine ragche und
zuverlissig durchfilhrbare Methode zur Bestimmung von Tri-
glyceriden bzw. Glycerin hat daher grofe Bedeutung.

Charakteristik der bekannten technischen ILdsungen

Die bekannten und brauchbaren Methoden zur Triglyceridbe-
stimmung basieren auf der enzymatischen Hydrolyse der Tri-
glyceride mittels Lipase/Esterase und Bestlmmung des frei-
gesetzten Glycerins, beispielsweise mittels Glycerokinase/
Pyruvatkinase/Lactatdehydrogenase oder mittels Glycerinoxi-
dase (DE-~AS 2 817 087).
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Diese -bekannten Verfahren weisen jedoch wesentliche Nache
teile auf. So ist bel der Glycerokinasemethode die Halt~
barkeit des Reagens infolge Anwesenheit zahlreicher
empfindlicher Coenzyme und Enzyme gering, und es miissen
stets Probenleerwert-Bestimmungen durchgefiihrt werden,
Bei der bekannten Glycerinoxidase-Methode liegt ein we-
sentlicher Nachteil darin, daB das Enzym in den bekann-
ten, dieses enthaltende Mikroorganismen in recht geringen

" Mengen vorliegt und zudem eine niedrige spezifische Akti-
vitédt in der GroéBenordnung von 30 U/mg aufweist.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfihdung‘ist daher die Schaffung eines neuen Ver~
fahrens und eines Reagens zur Bestimmung von Triglyceriden
bzw. Glycerin, welches die Nachteile der bisher bekannten
Glycerinoxidase~lethode nicht aufweist, deren Vorteile je-
doch beibeh&dlt, und welches insbesondere die Zuverléssigkeit
und Spezifitdt der Bestimmung verbessert und vereinfacht.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe éﬁgrunde, eine neue Glycerin-
oxidase in dem Verfahren zur Bestimmung von Glycerin durch
Oxidation mit Sauerstoff in Gegenwart von Glycerinoxidase
und Messung des Sauerstoffverbrauchs oder der H202-Bildung
einzuSetzen. ErfindungsgemdB wird eine Glycerinoxidase aus
Aspergillus spec. DSM 1729 verwendet.
Die Erfindung beruht auf der iiberraschenden Auffindung des
Mikroorganismus Aspergillus spec. DSM 1729, welcher nicht
nur einen um mehrere Zehnerpotenzen hdheren Gehalt an Gly=~
. cerinoxidase aufweist im Vergleich zu bekannten glycerin-
oxidasehaltigen Mikrobrganismen, sondern dariiber hihaus
auch eine Glycerinoxidase mit wegsentlich hSherer spezifi-
scher Aktivitdt enthilt, ‘
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~schen Messung des~SauerstoffverbrauChs in wdBrigem Me-

Im Rahmen des erfindungsgemdfen Verfahrens kann der Sau-
erstoffverbrauch oder gebildetes H2 2 nach hierfiir an
sich bekannten Methoden bestimmt werden. Vorzugswelse
wird der Saugrstoffverbrauch polarometrisch bestimmt
mittels Sauerstoffelektrode, da sich dieses Verfahren
besonders zur automatischen Durchfiithrung éignet. Beson-
ders geeignet sind hierfilir die in den DE-OSen 21 30 340

und 21 30 308 beschriebenen Methoden_zur‘polardmetri—

dium. Ein anderes geeignetes Verfahren ist die Gaschro-

matographie.

Gebildetes H202 kann sowohl titrimetrisch als auch po-

tentiometrisch, polarographisch und kolorimetrisch SO~

wie enzymatisch bestlmmt werden. Bevorzugt werden dle
enzymatischen Methoden unter Verwendung von Katalase
und Peroxidase, da diese nlcht nur duBerst spezifisch
und zuverldssig sind, sondern auch mit der Hauptreaktion

unter Bildung von Wasserstoffperoxid auf einfachste Wei-

se kombiniert werden kSnnen. Als besonders geeignet er-

wies sich insbeéondere die Bestimmung mittels Katalase

- in Gegenwart von B-Diketonen, z.B. Acetylaceton und Me-

thanol bzw. Athanol oder Methylenglykol sowie die Be-
stimmung mittels Peroxidase in Gegenwart eines oder meh-
rerer Chromogene.Bei der Bestimmung mittels Katalase,
Acetylaceton und Methanol wird letzteres zu Formaldehyd
oxidiert, der mit Acetylaceton eine Farbreaktion eingeht, .
die gemessen werden kann. Bei der Bestimmung mittels

Peroxidase werden'als Chromogen Verbindungen eingesetzt,

-die nach der Reaktion photometrisch bestimmt werden k&n-—

nen.

Ein Beispiel fiir ein geeignetes Chromogen ist 2,2'-Ami-
nobenzthiazolin-sulfonsdure. Ein anderes bevorzugtes

Beispiel ist das Indikatorsystem nach Trinder (Ann.
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Clin. Biochem. 6 (1969), 24-27), bei dem Phenol mit 4-

. Aminoantipyrin (4-AAP) in Gegenwart von-POD und unter

dgr Einwirkung von H202 oxidativ zu einem Farbstoff ge-
kuppelt werden. Anstelle von Phenol kdnnen Phenolderi-
vate, Anilinderivate, Naphthol, Naphtholderivate, Naph-
thylamin/ Naphthyiaminderivate, Aminochinoline, Hydrdxy-
chinoline, Dihydroxyphenyléssigséure und &hnlich rea-
gierende Substanzen eingesetzt werden. Anstelle von 4- _
Aminoantipyrin konnen 4—Aminéantipyrin-Derivate, Pheny-.
lendiaminsulfonséure,'MBTH (Methylbenzothiazolonhydra-
zon), S-MBTH (sulfoniertes Methylbenzothiazolonhydrazon),
MBTH- und S-MBTH-Derivate sowié dhnlich reagierende Ver-
bindungen eingesetzt werden. '
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Gegensﬁand der Erfindﬁng ist'weitervein Reagens zur Be-
stimmung von Glycerin, welches dadurch gekennzeichnet |
ist, daB es aus Glycerinoxidase aus Aspergillus spec.
DSM 1729 und einem System zur Bestimmunc_-;.von‘HZO2 be-
steht. Vorzugsweise enthdlt dieses Reagens zusdtzlich
ein Mittel zur Verseifung von verestertem Glycerin, ins-
besondere Lipase/Esterase oder Esterase. Hierfir geeig—.
nete Reagenzien sind dem Fachmann bekannt und brauchen

nicht weiter beschrieben zu werden.

In einer bevorzugten Aquﬁhruhgsform besteht das erfin-
dungsgemdfe Reagens im wesentlichen aus Glycerinoxidase,
Katalase, Acetylaceton, Methanol und Puffer, einzeln
oder gemischt. In einer weiteren bevorzugten Ausfiih-
rungsform besteht das Reagens im wesentlichen aus Gly-
cerinoxidase, Peroxidase, wenigstens einem Chromogen
und Puffer, einzeln oder gemischt; Unter Glycerinoxida-
se wird hier und im folgenden stets Glycerinoxidase aus

Aspergillus spec. DSM 1729 verstanden. Als Farbindika-

- -
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torsystem wird das System nach Trinder bevorzugt.

Die oben erwZhnten bevorzugten'Reagenskombinationen
k&nnen auBer den aufgefiihrten obligaten‘Bestandteilen
zusdtzlich iibliche LOsungsmittel, Stabilisatoren oder/
und oberfldchenaktive Substanzen enthalten. Alle diese
Zusatzstoffe sind dem Fachmann bekannt und in Nachweis-
systemen fiir Wasserstoffperoxid iiblich. Als Puffer eig-
nen sich zwischen pH 5 und pH 10, vorzugsweise pH 6 und _
pH 9, puffernde Substanzen. Typische Beispiele flir ge-
eignete Puffer sind Phosphétpuffer, Tris-Puffer, TRA-
Puffer, Acetatpuffer, Citratpuffer und Hepes-Puffer
(N-2-Hydroxy&dthylpiperazin-N-dthan-sulfonsdure) .

Vorzugsweise enthalten die oben erwdhnten Reagenskombi-
nationen die essentiellen Bestandteile in folgenden Men-

genverhdltnissen:

2 bis 150 U/ml Glycerinoxidase,

0,5 bis 100 U/ml Peroxidase,

0,05 bis 20 mMol/l wenigstens eines Chromogens sowie
0,001 bis 0,1 g/ml wenigstens eines oberfldchenaktiven
Mittels in Puffer, pH 6 bis 9. |

Falls die Reagenskombination flir die kinetische Be-

stimmung verwendet werden soll, werden folgende Mengen-

verhdltnisse bevorzugt: -

100 bis 250 KU/l Glycerinoxidase,

5 bis 50 KU/l Peroxidase, |

0,2 bis 5 mMol/1l Chromogen und gegebenenfalls

1 bis 5 g/1 wenigstens eines oberfléchenaktiven Mittels

oder ein Vielfaches davon, und Puffer pH 6;8 bis 8,0.

Die Ziichtung des fiir die Gewinnung der Glycerinoxidase
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verwendeten Mikroorganismus Aspergillus spec. DSM 1729
.~ erfolgt nach an sich bekannten Methoden unter Verwen-
dung eines N&hrmediums, welches Glycerin, Malzextrakt
und Hefeextrakt als wesentliche Bestandteile neben Puf-
5 fer, Salzen und Spurenelementen enthdlt. Fiir die Vorkul-
tur verwendet-manAvorzugsweise ein Medium mit 1 bis 100
g/l Glycerin, 1 bis 50 g/1 Malzeitrakt, 1" bis To g/l'He—
feextrakt, 1 bis 1oo ¢g/1 Baumwollsamenmehl sowie 0,2 bis
5 g/l K2HP04.3H20 (oder.eine.équivalente Menge eines an-
10 deren KZHPO4—Préparats), 0,2 bis 5 g/1 KN03, 0,1 bis 5
g/l CaCO3, 0,1 bis 1 g/l NaCl, o,o001 bis o,1hg/1 FeSO4
(als Heptahydrat geméssen) und o(l bis 5 g/1 MgSO4 (als

Heptahydrat gemeSsen).

15 »Fﬁr‘die Hauptkultur wird vorzugsweise ein Medium mit 20
bis 200 g/l Glycerin, 5 bis 1oo g/l Malzextrakt, o,5
bis 5 g/1 Hefeextrakt, o,2 bis 5 g/l Dikaliumphosphat,
0,2 bis 5 g/1 KNO3, o,1 bis 5 g/1 CaCO3, o,1 bis 1 g/1

- NaCl, o,o001 bis 0,1 g/l Ferrosulfat und o,1 bis 5 g/1

20 Magnesiumsulfat verwendet. Fir die einzelnen Salze gilt

das oben zur Vorkultur Ausgeflihrte entsprechend.

Die Vorkultur wird zweckmiBigerweise als Schiittelkultur
unter Beliiftung bei Temperaturen zwischen 25 und 40°¢

25 durchgefiihrt. Die Kulturdauer liegt im allgemeinen zwi-
schen 20 und 60 Stunden.

Fir die Hauptkultur gilt Entsprechendeé hinsichtlich
. Temperatur und Zﬁchtungsdauér. Im Kleinfermenter werden
30 besonders.gute Ergebnisse bei Zufuhr von 0,5 bis 1 1
Luft/Minute/1 Medium erzielt.

Nach Beendigung>def Zichtung wirdbdie Biomasse in ibli-
cher Weise abgetrennt und die Zellen werden aufgeschlos-

35 sen. Die iiblichén AufschluBmethoden kSnnen angewendet
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werden, bevorzugt wird mechanisch -aufgeschlossen. Aus

- der AufschluBlésung werden die unlbslichén Teile ent-

fernt, z. B. durch Abzentrifugieren oder Abnutschen. Die

erhaltene LOsung kann als solche bereits direkt fiir die

- Glycerinbestimmung eingesetzt werden. Vorzugsweise er-

folgt jedoch eine weitere Aufreinigung des Enzyms.

Die Aufreinigung kann nach iiblichen biochemischen Metho-
den der Enzymfraktionierung erfolgen. Als besonders ge- _
eignet erwies sich jedoch eine in der Enzymfraktionie-
rung uniibliche Stufe, ndmlich eine Fallung mit'Trichlor-
essigsdure. Trichloressigsiurezusatz wird iiblicherweise
nur zur vdllstaﬁdigen Fdllung von Proteinen, also zur
EiweiBentfernung eingesetzt, wenn Interesse lediglich

an der eiweiBfreien L&sung besteht. Uberraschenderweise

" stellte sich jedoch heraus, daB das érfindungséeméﬁe En-

zym durch Trichloressigsdure ohne Aktivitdtsverlust und
mit hoher Anreicherungswirksamkeit gefdllt werden kann.
Die Fillung erfolgt dabei zweckmdBfig durch Zusatz der

Trichloressigsdure bis auf einen pH-Wert im Bereich von

5,4 bis 4,6. Im abgetrennten Niederschlag findet sich

‘das gewlinschte Enzym mit einer spezifischen Aktivitdt

von etwa 3oo U/mg.

Falls eine weitere Reinigung gewlinscht wird, erfolgt
diese zweckmdfig durch Acetonf&llung, anschliefende
Ammonsulfatfraktionierung sowie abschlieBende Behand-
lung mit einem schwach.basischen Austauschefharz. Bei
der Acetonfdllung setzt man der LSsung zweckméBig 0,25
bis 0,35 Volumen Aceton zu. Die Ammonsulfatfraktionie-
rung wird zweckmdBig bei einer Molarit&t von 0,5 bis
2,0 durchgefiihrt. Sie flihrt bereits zu einer spezifi-
schen Aktivitidt von mehr als 80o U/mg. Die Behandlung
mit einem schwach basischen Ionenaustauscherharz, vor-

zugsweise mit Didthylaminodthanolgruppen-haltigem ver-
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netztem Dextran (DEAE Sephadex) ergibt nochmals eine 3-
bis 1o-fache Aufreinigung und fiihrt zu einer Glycerin-

oxidase mit einer spezifischen Aktivitdt von etwa. 2500
bis 8oco U/mg.

. Da mit dem erfindungsgemdB eingesetzten Mikroorganismus
bereits Aktivitdten von 150000 bis 200000 U/l Kultur er-
reicht werden, 1ld8t sich auf diese Weise die erforderli-
che Glycerinoxidasemenge fiir ‘die Glycerinbestimmung

fo drastisch absenken und die Herstellung entscheidend ver- . .

billigen.

Die oben beschriebene Ziichtungs- und Reinigungsmethode
setzt voraus, daB das Enzym wdhrend der Ziichtung nicht
15 an das Medium abgegeben wird. Durch Zlichtung in Gegen-
" wart von Detergentien 1l&8t sich jeddch wenigstens ein
Teil der Aktivitdt in das Medium liberfiihren. Ebenso ist
eine Extraktion aus den geernteten Zellen mit Detergen-
‘ tien mbglich; Die Ergebnisse stehen jedoch hinter denen
20 des mechanischen Aufschlusses, beispielsweise in der

Hochdruckdispersion, gzurilick.

Das erfihdungsgeméﬁe Enzym unterscheidet sich von bis-
her bekannten Glycerinoxidasen vor allem durch ein we-
25 sentlich niedrigeres Molekulargewicht. W&hrend bei-
spielsweise die bisher filir die Glycerinbestimmung ver-
wendete, Glycerinaldehyd bildende Glycerinoxidase ein
Molekulargewicht von mindestens 3oococo aufweist, betrdgt
letzteres beim erfindungsgemdBen Enzym nur etwa 9S0000.
30 Ferner wird die Aktivitdt des erfindungsgeméﬁen Enzyms
durch Kupfersulfat oder Bleiacetat nicht gehemmt, wdh-
rend SH-Reagenzien inhibieren..Bei der erwdhnten be-
kannten Glycerinoxidase dagegen stabilisieren SH-Reagen-
zien und Kupfersulfat und Bleiacetat hemmen die Aktivi-

35 tHt zu etwa 90 %. Weitere wesentliche Unterschiede be-
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stehen in einer spezifischen Aktivitdt zwischen 2000 und
8000 U/mg beim erfindungsgemdfen Enzym gegeniiber etwa
30 U/ng beim bekannten Enzym. Auch ist die Stabilitédt des
erfindungsgemaﬁen Enzyms bei pH-Werten von 5,0 bzw, 10;0

wesentlich besser, und die Aktivitdt nach 10 Minuten bed
37 °C betrigt unter diesen Bedingungen noch 50 bis 55 %

gegeniiber 6 bzw, 3 % beim bekannten‘Enzym.

Dag Verfahren und das Reagens der Erfindung eignen sich
zur Bestimmung von Glycerin bzw, Glycerinestern (Trigly-
ceriden) in wiBrigen Medien aller Art, wie Lebensmitiel~
extrakten, Korperflilssigkeiten und insbesondere Serum,
Aufgrund der'groBen Spezifitdt des Verfahrens wird nur
freies Glycerin bestimmt, Die Bestimmung des in erster
Iinie interessierenden veresterten Glycering 138t sich
nach Verseifung des letzteren durchfilhren., Die Verseifung
erfolgt vorzugsweise enzymatisch, da sie dann gleichzeitig
wit der eigentlichen Glycerinbestimmung erfolgen kann,

Ausfihrungsbeispiel

Die folgenden Beispiele erldutern die Erfindung weiter.
In der beiliegenden Zeichnung zeigen

Fig, 1: eine Eichgerade fiir die Auéwertung der gemessenen
- . Extinktionsdifferenz einer Glycerinstandardldsung -
in Beziehung zur Glycerin~ bzw, Triglyceridkonzen-
tration, |

Pig, 2: eine Vorrichtung fiir die Bestimmung des Glycerins
iiber den Sauerstoffverbrauch.
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. 1) Zichtung des Mikroorganismus

60 ml einer Vorkultur, enthaltend 10 g/l Glycerin, 10 g/l
Malzextrakt, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Baumwolleamenmehl,
1,5 g/1 K PO4.3H 0, 1 g/1 KN03; 2,0 g/1 CaCO3, 0,5 g/1
NaCl, 0,01 g/1 FeSO .7H 0 und 1,0 g/l Mg804.7H 0, wurden
mit Sporen von Aspergillus spec. DSM 1729 beimpft und 48
Stunden bei 30 °¢ unter Luftzufuhr geschiittelt. '

'v360 ml der'QO'erhaltenen Vorkultur wurden in 15 1 eines
Hauptkulturmediums eingebracht, welches 100 g/l Glyce-
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rin, 4o g/l Malzextrakt, 2,5 g/1 Hefeextrakt, 1,5 g/1
KZHPO4.3H20, 1,0 g/1 KNO3, 2,0 g/l'CaCOé, 0,5 g/1 NaCl,
0,01 g/l FeSO4.7H20 und 1,0 g/1 MgSO4.7H20 enthielt. In
einem 25 l-Fermenter, der mit 6oo Upm gerlihrt und mit
5 1o 1 Luft/Minute beliiftet wurde, erfolgte dann bei 30°¢
| die Hauptkultur. Nach 22 Stunden Zilichtungsdauer betrug
die Aktivitit 174800 U/l. Die Aktivitdtsmessung erfolg-
te in o,1 M TRA-Puffer, pH 8, bei 25°C mit p-Chlorphe-
nol und 4-Amincantipyrin und 546 nm. . -
1o | '
2) Reinigung des Enzyms

100 g der wie oben beschrieben erhaltenen Trockenmasse
werden in 5 1 0,02 M Acetatpuffer, pH 6,0, suspendiert
15 und lber Hochdruckdispersion aufgeschlossen. Anschlie-

Bend wird'zentrifugiett und der Niederschlag verworfen.

Dem Uberstand wird eine o,1 molare Trichloressigsdure-
18sung zugefiigt, bis ein pH-Wert von 4,8 erreicht ist.
20 Der Niederschlag wird abzentrifugiert. Er weist eine

spézifische Aktivitdt von 3o0 U/mg auf.

'3) Feinreinigung

25 Der Niederschlag der Trichloressigsdurefdllung wird mit
‘500 ml 0,1 M Acetatpuffer, pH 6,0, geldst und mit o,3
Volumen Aceton bei 0°C verSééztf\Per gebildete Nieder-
schlag wird abzentrifugiert und ernsut mit 0,1 M Acetat-
puffer, pH 6,0, geldst. Der so gewonﬁenen Enzymldsung

30 Wwird Ammoniumsulfat bis zu einer Molaritdt von 1,0 zuge-
setzt. Der Niederschlag wird abzentrifugiert. Seine spe-
zifische Aktivitdt betrdgt ca. 8oo U/mg. '

Der Niederschlag wird erneut im gleichen Puffer wie bei

35 der Ammonsulfatfraktionierunglgelést,»gegen gleichen
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Puffer dialysiert und dann mit DEAE-Sephadex (&quili-

. briert gegen den gleichen Puffer) versetzt und eine

Stunde geriihrt. Dann wird das Austauscherharz mit glei-
chem Puffer gewaschen und mit o,2 M'Acetatpuffer, pH
6,0, fraktioniert eluiert. Die aktiven Fraktionen werden
vereinigt. Die spezifische Aktivitdt des soverhaltenén
Produkts liegt in den einzelnen Fraktionen zwischen 2500
und 8ooo U/mg. -

Beispiel 2

Bestimmung von Glycerin iiber H202fBildung

Es werden zwei Reagenzien hergestellt:

Reagens 1: o,1 Mol/l Triithanolamin/HCl-Puffer, pH 8,0
3,6 mMol/1l bzw. 2 g/1 Isotridecylédther
4,7 mMol/1 bzw. 2.g/1 Natriumcholat
1o mMol/1l p-Chlorphenol
0,5 mMol/1l aminosubstituiertes 4-Aminoanti-
pyrin
10 U/ml Peroxidase.:

Reagens 2: 500 U/ml Glycerinoxidase.

Zur Durchfﬁhrung der Bestimmung werden 2 ml Reagens 1
und 0,2 ml Reagens 2 in eine Kiivette pipettiert. Die
Extinktion E1 wird am Photometer bei 546 nm abgelesen.
AnschlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von 20 pl
Probe gestartet. Zur Bestimmung von freiem Glycerin
kdnnen wiBrige Medien aller Art, wie Lebensmittelex-
trakte, Korperfliissigkeiten und insbesondere Serum als
Probe eingesetzt werden, zur Bestimmung von Triglyceri-
den nach Verseifung. '
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Nach 20 Minuten Reaktionszelt wird die Extinktion E, ab~
gelesen, Die Inkubationstemperatur betrigt 25 OC.

Die Auswertung erfolgt ilber eine Eichgerade, bei der die
gemessene Extinktionsdifferenz AR =B, - By einer Glyce~
rlnstandardlosung zur Glycerin- bzw. Triglyceridkonzentra-
tion in Beziehung gesetzt wird (Fig.'2 der Zeichnung).

Die Konzentrationen im Testansatz betragen:

0,09 Mol/l Tri#thanolamin/HCl~Puffer, pH 8,0

1,8 g/1 (3,2 mMol/1) Isotridecylither

4,3 mMol/1l Natriumcholat

9mMol/1 p~Chlorphenol

0,45 mMol/l aminosubstituiertes 4-Am1noant1pyr1n
9 U/ml Peroxidese

45 U/mi Glycerinoxidase.

Beispiel 3

Bestimmung des Glycerins iiber den Sauerstoffverbrauch

: Es wird die in Pig, 1 der Zeichhung dargéstellte Vorrich~

tung verwendet, Die Vorrichtung besteht aus einem Reaktiong-
gefdB 1 in Form einer zylindrischen Kammer aus transparen~
tem Kunststoff mit einem Innendurchmesser von 143 mm und
einer Innenhthe von 220 mm, Die Kammer enthdlt 1,8 ml einer

Losung von 18 mM Kaliumjodid, 7,5 mM Ammoniumheptamolybdat,

800 mM Natriumchlorid und 50 U Glycerinoxidase in 0,2 M
Kaliumphosphatpuffer, pH 648,

In das Reaktionsgef#B ragt der Detektor 3, der aus einer
sauerstoffsensitiven Elektrode besteht (WIW: OXI-Elektrode
E 016). Der Detektor 3 ist mit dem Analysator 4 verbunden
(WIW: Digitalmeter DIGI 610 mit Einschub OXI 610 D). Am
Boden des Reaktionsgef#fBes 1 befindet sich ein Nagnet~-
ruhrer Se
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Durch die Einfiilloffnung 6 werden 20 /ul einer wiBrigen
glycerinhaltigen Losung als Probe 2 zugegeben., Wihrend
kréftigem Rihren mit dem Magnetriihrer 5 wird die Abnahme
der Sauverstoffkonzentration der Losung geméssen, Dexr be-
obachtete Sauerstoffverbrauch w1rd gegen die Glycer1n~
konzentratlon aufgetragen.

Beispiel 4

Kinetische Besfimmung

Proben: wiBrige Standards (Glycerlngehalt von 10 bis
' 100 mg/dl)

Reagens: 0,1 Mol/l Plpes»Puffer, 1,7 Mol/l H BOB' pH = 7,0
~ - 3,0 g/1 Isotridecyléather »
3,0 g/1 Natriumcholat
0,5 mMol/1 4-Aminoantipyrin, amlnosubstltulert
10,0 mMol/1 p=Chlorphenol
10,0 KU/1 Peroxidase
121,0 KU/1 Glycerinoxidase

Durchfiihrung am Gemsaec-Fast-Analyzer-Analysenautomaten

Temperatur ‘ 25 °

MeBwellenlénge : ” 546 nm
Probenvolumen:. 10 4ul
Verdiinnungsmittel (HZO): 50 /ul
ReagenSyolumen: : : 500 /ul

"MeBzeit; 1. Ablesung: 35 Sek. nach Start
- . 2, Ablesung: 315 Sek. nach Start.
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Folgende Ergebnisse wurden erhalten:

. Proben: wéBrige Standards ’ .
Glycerin (UV-Test) . : $ Wiederfindung
(mg/dl) (Glyc-0D, erfindungsgemds
B | 105
21 : ‘ 101
32 ' "~ 1oo
43 SR 101 .
54 : ' _ 100
65 S 99
76 . o 99
87 . L . 99

Vorzugsweise wird bei kinetischer Béstimmung,mit folgen—

den Mengenverh#dltnissen im Reagens gearbeitet:

0,05 bis 0,5 Mol/l Pipes-Puffer, o,5 bis 2,0 Mol/l
H3BO3, PH 6,8 bis 8,0

1 bis 5 g/1 Isotridecyldther

1 bis 5 g/1 Natriumcholat

0,2 bis 5 mMol/l 4-Aminoantipyrin, aminosubstituiert

'5 bis 50 mMol/1l p-Chlorphenol

5 bis 50 KU/l Peroxidase

100 bis 250 KU/l Glycerinoxidase

Das Beispiel zeigt, daB die Erfindung an den wichtig-
sten, in einem klinisch-chemischen Routinelabor vorhan-

denen Analysenautomaten ausfithrbar ist.
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Erflndungsanspruch'
1. Verfahren zur'Bestimﬁung von Glycerin durch Oxidation

2,

3e

4o

De

6o

Te

mit Sauverstoff in Gegenwart von Glycerinoxidase und
Mesgsung des Sauerstoffverbrauchs oder der H,0,-Bildung,

gekennzeichnet dadurch, daB man eine Glycer1nox1dase

aus Asperglllus spec. DSM 1729 verwendet.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf der

Sauerstoffverbrauch polarometrisch gemessen wird.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, da8 ge-
bildetes Hzoz'enzymatisch mit Katalase oder Peroxidase
bestimnt wird. ’

Reagens zur Bestimmung von Glycérin, gekennzeichnet da-
durch, dafl es aus Glycerinoxidase aus Aspergillus spec.
D3SM 1729 und einem System zur Bestimmung von H202 besteht,

Reagens nach Punkt 4; gekennzeichnet dadurch, daB es zu=-
sitzlich ein Mitlel zur Verseifung von verestertem Gly-~
cerin enthidlt. .

Reagens nach Punkt 4 oder 5, gekennzeichnet dadurch, daf
das System zur Begtimmung von H202 aus Katalase, Acetyl~
aceton, Methanol und Puffer besteht.

Reagens ﬁach Punkt 4 oder 5, gekennzeichnet dadurch, daB

das System zur Bestimmung von}HZO2 aug Peroxidase, min-

-destens einem Chromogen und Puffer besteht,
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8. Reagens nach Punkt 7, gekennzeichnet dadurch, daB es
2 bis 150 U/ml Glycerinoxidase, 0,5 bis 100 U/ml Per-
| oxidase, 0,05 bisg 20 mMol/1l Chromogen und gegebenen-
falls 0,001 bis 0,1 g/ml wenigstens eines oberflichen-
aktiven Mittels oder ein Vielfaches davon und Puffer,
pH 6 bis 9, enthilt.

9. Reagens nach Punkt."?, gekennzeichnet dadurch, daB es
100 bis 250 KU/l'Glycerinoxidase, 5 bis 50 XU/1 Per=-
oxidase, 042 bis 5 mMol/l Chromogen und gegebenenfalls -
1 bis 5 g/l wenigstens eines oberflichenaktiven Mittels
oder ein Vielfaches davon und Puffer, pH 6,8 bis 8,0,
enthdlt, ' '

10. Reagens nach einenm der Purikte 4 bis 9, gekennzeichnet
dadurch, da8 es auf einem Trigermaterial, wie Papier, -
~imprégniert vorliegt. '
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