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Keksintd koskee menetelmdd, jonka avulla voidaan mddrittdd subs-
traatteja tai entsyymien aktiivisuutta, kun kdytetddn redoks-
reaktiota mittausreaktiona, siten ettd askorbiinihappo ei hdiritse

suoritettavaa mddritystd.

Kliinisessd ja farmaseuttisessa kemiassa, biokemiassa ja elintar-
vikekemiassa ovat redoks-reaktiot (eli hapetus-pelkistys-reaktiot)
entsyymi- tai substraatti-konsentraatioiden miidrityksissid hyvin
tdrkeitd. Ndiden reaktioiden tulkintaan voidaan kdyttidd fotomet-
risid mittauksia. Jos testisysteemissi on siihen osallistuvien
redoks-aineiden lisdksi vield muita redusoivia aineita, on kui-
tenkin otettava huomioon hdirisiden mahdollisuus. Erikoisen
usein esiintyy koemateriaalissa askorbiinihappoa. Se aiheuttaa
voimakkaana pelkistdvédnd aineena hiiriditid, mikidli tutkimuksen
kohteena ovat farmaseuttiset aineet tai fysiologiset nesteet,
kuten seerumi tai virtsa, askorbiinihappoa sisidltidvit kasvismehut
tai muut elintarvikkeet, jotka sisdltdvit askorbiinihappoa tai
johon on lis&dtty sitd. Siten on esim. tunnettua, ettd askorbii-

nihappo hdiritsee seuraavia reaktioita:

.
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A Reaktiot, joissa annetaan H202:n ja vedyn luovuttajan rea-
goida peroksidaasin (POD) kanssa, hdiriytyvit reaktiosta
askorbiinihappo + H202 29-g—)dehydroaskorbiinihappo + H20
B Reaktiot, joissa pelkistetddn tetratsoliumsuoloja pelkistys-
aineiden avulla formatsaaneiksi, hdiriytyvidt reaktiosta

askorbiinihappo + tetratsoliumsuola —— formatsaani + dehydro-
askorbiinihappo

C Reaktiot, joissa fenolit liittyv&t nukleofiilisiin reagens-
seihin hapettavasti, hdiriytyvidt sen vuoksi, etti askorbiini-
happo aiheuttaa jostakin vield selittdmittémistd syystd sivu-
reaktioita, niin ettd syntyy epdyhtendisiid liityntituotteita,
jotka poikkeavat absorptio-ominaisuuksiensa puolesta normaalissa

ja UV-valossa normaalisti muodostuneista liitdntdtuotteista.

Askorbiinihapon poistamiseen koemateriaalista eivdt yleensd so-
vellu tavalliset oksidointimenetelmit. Oksidoivat aineet vai-
kuttavat mySs substraatteihin ja entsyymeihin ja tuhoavat niiti.
Niiden reduktiotuotteet, useimmiten kaksi- tai kolmiarvoiset
metalli-ionit, inhiboivat usein entsyymeji, joita kdytetdin
indikaattorireaktioihin. Askorbiinihapon hivitt&minen hapella
vaatii voimakkaasti alkalista viliainetta, esimerkiksi 25-
prosenttista NaOH:ta. Tdmd tuhoaa mySs substraatteja ja ent-
syymeijd.

Keksinndn tarkoituksena on saada aikaan sellainen menetelmi,
jonka avulla voidaan mddritt3di substraatteja tai entsyymien
aktiivisuutta siten, ettd askorbiinihappo ei hiiritse suoritet-
tavaa mddritystd kadytettdessd redoks-reaktiota mittareaktiona,
esimerkiksi mddrityksissd, joissa kdytetddn H202:ta muodostavaa
entsyymid, tetrasoliumsuolaa tai fenolia, joka voi liittyd nuk-
leofiilisten reagenssien kanssa oksidoivasti, ja keksinnén
mukainen menetelmd on tunnettu siitd, ettd mi&ritys suoritetaan
pH-arvossa 4,0-8,5, ja ettd mddrityksessd on ldsnid 0,002-100 U
askorbaattioksidaasia/ml testiliuosta.

Askorbaattioksidaasi katalysoi reaktiota:

askorbiinihappo + 1/2 o2 aSkorbaatthkSIdaaSia»dehydroaskorbiini—

happo + H,O0.
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Kirjallisuudessa olevien, askorbiinihappo-oksidaasia koskevien
tietojen perusteella o0li odotettavissa, ettei t&td entsyymid
voida kdyttdd keksinndn mukaiseen tarkoitukseen. Kaikki tdhdn
asti kdytetyt askorbaattioksidaasipreparaatit synnyttdvat ni-
mittdin sivureaktiossa Hzoz:ta. Td116in tapahtuu askorbaatti-
oksidaasin hyvin nopea inaktivoituminen. T&dm& koskee myds kaik-
kein puhtaimpiakin preparaatteja, joissa ei endd voida osoittaa
minkddnlaisia epdpuhtauksia ultrasentrifugaalisessa eikd elektro-
foreettisessa analyysissd (Biochem. 4, 1362-1370 (1965)). Askor-
baattioksidaasin inaktivoitumisen katsotaan johtuvan H202—muodos-
tuksesta. (Biochemical Copper Procedings Symphosium Harriman
New York 1965, sivut 305-337, Biochem. Biophys. Acta 56, 427-439
(1962)). Jalkimmdisten tutkijoiden laskelmien mukaan voi 1 U
askorbaattioksidaasia liuoksessa, jossa on 1 mmol/1 askorbiini-
happoa synnyttdd 0,7 x 10-'2 mmol/1 H,0,:ta. T&dllaisia askorbaat-
tikonsentraatioita on koeliucksissa usein ldsnd. Muodostunut
H202 on kdytettdvissd ilman muuta entsymaattisiin reaktioihin,

kuten katalaasin esimerkissd osoitettiin.

Systeemissd

POD

vetydonaattori + H202 ——>» vdriaine + 2 H,O,

2

jota kdytetddn H202:n fotometriseen osoittamiseen, se aiheuttaa
molaarisen ekstinktiovakion ollessa noin 20 cmz//u mol ekstink-
tioceron 0,14. Koska normaaleissa fotometrisissd reaktioissa
mitta-alue on noin 0,1-1,00, aiheutuu t&ssd liian suuri virhe.
Samalla tavoin hdiriytyvdt reaktiot, joissa kdytetddn H202:n
asemasta orgaanisia hydroperoksideja ja POD:n asemasta hemo-

globiinia tai muita hapetuskatalysaattoreja.

Mutta paitsi tdtéa HZOZ:n aiheuttamaa virhettd, tunnetaan edelld
viimeksi mainitusta kirjallisuuskohdasta, ettd askorbiinihapon

reaktio pysdhtyy jo kauan ennen sen tdydellistd poistamista.

Tdmdn on tdytynyt olla erikoisen hankalaa kaikissa niissd redoks-
reaktioissa, joissa syntyy H202:ta, koska tdmén H202:n tdytyy
toisaalta vield nopeuttaa entsyymin inaktivoitumista ja toisaal-
ta H202:n uudelleen muodostuminen askorbaattioksidaasin kautta
johtaa etukdteen vaikeasti ennustettaviin ilmi&ihin. Sen vuoksi
on erittdin ylldttdvad, ettd odotusten vastaisesti on mahdcllista
poistaa tdydelleen askorbaatin l&sndolosta aiheutuvat hdiriét li-
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sddmdlld askorbaattioksidaasia ilman ettd esiintyisi toisia h3iridi-
td, jotka taas tekisivdt tyhjédksi askorbaatin poistamisesta koituvan edun.

Keksinndn mukaista menetelmdd kdytetddn etupddssd entsymaattisissa
reaktioissa, varsinkin sellaisissa, joissa muodostuu H202:ta, siis
reaktioissa, joiden katalysaattoreina kidytetdin oksidaaseja kuten
glukoosioksidaasia, urikaasia, kolesteriinioksidaasia yms., edellecn
reaktioissa, joissa pelkistetddn tetratsolium-suocloja ja reaktiois-
sa, joissa fenolit liittyvdt oksidoivasti nukleofiilisiin reaqoi-
viin aineisiin. Kidytettdvd askorbaattioksidaasimddrid riippuu odo-
tettavissa olevasta askorbiinihapon middridstd kokeessa. Yleensid li-
sdtddn 0,002 - 100 U askorbaattioksidaasia/ml, etupddssd 0,01 - 30 U/
ml testiliuosta kohti. Reaktion pH-arvo mukautetaan ensi sijassa
siihen osallistuvan tai osallistuvien entsyymien tarvitseman pH-
arvon mukaan. Keksinndn mukaisessa menetelmissd ovat pH-arvot valilli 4,0-8,5
osoittautuneet sopiviksi. Keksinndssd kédytetddn edullisimmin askorbaatticksi-
daasia, joka cn saatu zucchini-nimisistd pikku kurkuista (Cucurbita pepo medul-
losa) . Mutta myds mumnlaista alkuperdd olevaa askorbaattioksidaasia voidaan kdytt#i.

Keksinndn kohteena on myds reagenssi, jonka avulla voidaan miaridti
substraatteja tai entsyymien aktiivisuutta, kdyttden redoks-reakti-
ota mittareaktiona, ja reagenssi on tunnettu siitd, ettid se sisdltii
tavanomaisten mddritysreagenssien lisdksi askorbaattioksidaasia.

Parhaana pidetyt tdmédn kaltaiset reagenssit sisdltdvidt askorbaatti-
oksidaasin lisdksi, mik&li glukoosi on mddritettivid substraatti, pe-
roksidaasia, glukoosioksidaasia, o-dianisidiinia tai atsino-di-3-
etyylibentsyylitiatsoliinisulfonaatti~-(6):tta yhdessid puskurin kans-
sa, tai heksokinaasia, glukoosi-6-fosfaattidehydrogenaasia, diafo-
raasia, NADP:td, tetratsoliumsuolaa kuten INT:3i 3(4-jodifenyyli)-2-
(4-nitrofenyyli)~5-fenyyli-2H-tetrasoliumkloridia ja puskuria. Kun
virtsahappo on mddritettdvd substraatti, muodostuu reagenssi etu-
pddssd peroksidaasista, urikaasista, fenolista kuten esimerkiksi
2,4-di-kloori-fenolista, aminoantipyriinistd ja puskurista. Kun
kyseessd on glutamaattimddritys, muodostuu reagenssi edullisimmin
glutamaattidehydrogenaasista, diaforaasista, NAD:std, INT:std ja
puskurista. Tyrosiinia varten pidetd&dn parhaana tyrosinaasia, 3-
metyyli-6-kaliumsulfonyyli-bentstiatsolonihydratson-(2):a, pyrokate-
kiinimddritykseen difenolioksidaasia, 3-metyyli-6-kaliumsulfonyyli-
bentstiatsolonihydratson-(2) :a, kulloinkin puskurin kanssa. Kaikki edellid
mainitut substraattien mddrityksissd kdytetyt reagenssit ovat tunnettuja. Niiden
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tilalla voidaan kuitenkin k&yttdd my®6s muita tunnettuja, sub-
straattien tai entsyymien mé&rityksissd tunnettuja reagenssi-

systeemejd.

Keksinndn mukaista reagenssia kdytetddn erityisesti pikadiagnoo-
sivdlineissd. Tdllaisissa pikadiagnostisissa védlineissd ovat eri-
laiset, menetelmdn suoritukseen tarvittavat reagenssit tavallisesti
joko impregnoituina imukykyiseen kantajaan tai ne on sivelty jon-
kin sopivan sideaineen kanssa kantajafolion pd&dlle. Parhaana pi-
detty toteutusmuoto on t#118in se, ettd askorbaattioksidaasi lisé-
td4n muiden reagenssien seokseen, joka impregnoidaan té&mdn jdlkeen
imukykyiselle kantajalle. TH11l4 tavoin saadaan esimerkiksi glukoosin
osoittamiseen virtsassa testipapereita, joissa ei ole kdytdnn&lli-
sesti katsoen lainkaan askorbiinihapon hidiritsevdd vaikutusta (esi-
merkiksi saksalaisen hakemusjulkaisun 23 38 932 mukaan, veren
osoittamiseen virtsassa (esimerkiksi saksalaisen hakemuksen

24 60 903-8 tai saksalaisen patentin 22 35 152 mukaan) ja veren
osoittamiseeen ulosteista. Voidaan pitdd eritt&din yll&dttdvdnd, ettd
askorbaattioksidaasi pysyy tehokkaana ja kestdd varastointia niisséd
testipapereissa, joilla osoitetaan veri virtsassa . Ndmd testi-
paperit sisdltdvit nimittdin ylim&&rid orgaanisia hydroperoksideja,
joiden voisi odottaa inaktivoivan askorbaattioksidaasia samalla

tavoin kuin H202.

Mutta askorbaattioksidaasi voidaan sivelld myOs erilliselle kanta-
jalle, joka yhdistetdin muut reagenssit sisdltdvddn kantajaan, esi-
merkiksi pannaan sen p#d&lle, liimataan siihen kiinni tai suljetaan
sen kanssa yhteen. THdssd tapauksessa soveltuu askorbaattioksidaasin
kantajaksi erikoisesti ns. vesiliukoinen paperi (esimerkiksi
saksalaisen hakemusjulkaisun 24 36 598 mukainen), jonka ansiosta
vdrireaktiot n#kyvidt erikoisen hyvin toiset reagenssit sisdlta-
vdllid kantajapaperilla. T&méd toteutusmuoto on erityisesti silloin
edullinen, kun reagenssiyhdistelmdssd on mukana sellaisia aineita,
jotka eivdt sovellu yhteen askorbaattioksidaasin kanssa, esimerkiksi
voimakkaasti happamia reagensseja, jollaisia kdytetddn menetelmissd

urobilinogeenin, bilirubiinin ja nitriitin mddrddmiseksi.

Edelli olevissa suoritustavoissa kdytetddn 5000 Uecn saakka askor-
baattioksidaasia ml:aa kohti impregnoimisliuosta, etupdédssd 2000 U
saakka/ml impregnoimisliuvosta reagenssien valmistuksessa. Vdhempi
kuin 1 U/ml ei yleensd takaa haluttua efektid.
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Voidaan tehdd myds siten, ettd impregnoidaan kantajamateriaalin
erilld&dn olevia alueita askorbaattioksidaasilla ja muilla testirea-
gensseilla. T&dlldin on tarkoituksenmukaista, ettd kantaja joutuu
tutkittavan liuoksen kanssa kosketuksiin siten, ettid liuos kosket-
taa ensiksi askorbaattioksidaasi-pitoista aluetta ja imeytyy sieltd

siihen alueeseen, joka sisdltdd muut testireagenssit.

Erddn toisen toteutusmuodon mukaan sidotaan askorbaattioksidaasi
Kanuﬁamateriaaliin niiden tunnettujen menetelmien mukaan, joita kdy-
tetddn kiinnitettdessd entsyymid liukenemattomiin kantajiin. Sopi-
via menetelmi&d tunnetaan saksalaisista hakemusjulkaisuista n:ot

17 68 512, 21 28 743, 22 60 185, 22 60 184, 24 26 988, 26 03 153 ja
19 15 970.

Parhaina pidettyj& keksinn®n mukaisia menetelmii ovat glukoosin
madrittaminen kdyttden peroksidaasia ja glukoosioksidaasia ja o-diani-
sidiinia tai 2,2'-atsino-di-3-etyylibentstiatsoliinisulfonaatti-(6) :ta
(ABTS), glukoosin md&rddminen heksokinaasi/glukoosi-6-fosfaattide-
hydrogenaasi-menetelmdn mukaan, virtsahapon osoittaminen k&ytt&en
fenolia, aminoantipyriinid, peroksidaasia ja urikaasia, tyrosiinin
tai pyrokatekiinin mddrd&minen kdyttden SMBTH:ta (4-metyyli-6-ka-
liumsulfonyyli-bentstiatsolonihydratsoni-(2):ta ja tyrosinaasia tai

difenolioksidaasia.
Seuraavat esimerkit kuvaavat tarkemmin keksint8i.

Esimerkki 1

Glukoosin mddrittdminen kdyttden o-dianisidiinia, peroksidaasia (POD)
ja glukoosioksidaasia (GOD), mittaus fotometrin avulla, aallonpi-
tuus 432 nm, mittausldmpdtila: 25°C.

Kyvetti n:o 1 2 3 4 5
Fosfaattipuskuri 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
pH 7,01 M

o-dianisidiini 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
5 mg/ml

POD, 180 U/ml 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Glukoosi-liuos 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03

1 mg/ml



Kyvetti n:o 1 2 3 4 5
Askorbiinihappo- - 0,1 0,01 0,1 0,01
livos 10 mM

Vesi 0,12 0,02 0,11 - 0,09
Askorbaatti-oksi- - - - 0,02 0,02

daasi 500 U/ml

Annetaan seistd 1 min lamp&tilassa 25°C, luetaan El' sen jalkeen
aloitetaan kdyttéden

COD 70 U/ml 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Annetaan seistd 30 min ldmpbtilassa 250C, luetaan E2, lasketaan Ez-El

A E 0,541 0,010 0,316 0,540 0,543

Kyvetti 1 vastaa hdiriéténtd mittausta (ei askorbiinihappoa). Kyvetit 2
ja 3 osoittavat, ettd 1 tai 0,1 /umoolia askorbaattia estdd testin
lihes tHdysin tai 41,5-prosenttisesti, kyvetit 4 ja 5 osoittavat tdy-
dellisen hiiridn poiston nidissi askorbaatti-konsentraatioissa lisdt-
tdessd kuhunkin 3,33 U/ml askorbaatti-oksidaasia.

Esimerkki 2

Glukoosin osoittaminen kiytt#den 2,2'-atsino-di-/3-etyyli-bentstiatso-
liinisulfonaatti-(6)7:a (ABTS), POD:t& ja GOD:ia fotometrissd, aal-
lonpituus: 432 nm, mittausl&mpdtila: 25°cC.

Kyvetti n:o 1 2 3 4 5
Fosfaattipuskuri 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75
pH 5,6 0,1 M

ABTS 50 mM 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
POD 250 U/ml 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Glukoosi-liuos 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
0,1 mg/ml

Askorbiinihappo- - 0,1 0,01 0,1 0,01
livos 1 mM

Vesi 0,12 0,02 0,11 - 0,09
Askorbaatti-oksi- - - - 0,02 0,02

daasi 500 U/ml
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Annetaan seistd 1 min 250:ssa, luetaan E aloitetaan kdyttden

ll

GOD 70 U/ml 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Annetaan seistd 30 min 250Cm$a, hﬁmaalEz,lasketaan E2—E1 = A E

A E 0,505 0,000 0,40 0,502 0,504

Kyvetti lvastaa hdiri6todntd mittausta (ei askorbaattia) .Kyvetit 2 ja 3
osoittavat, ettd 0,1 tai 0,0l/u mol askorbaattia estdvdt testin
tdydellisesti tai 2l-prosenttisesti.

Kyvetit 4 ja5 osoittavat tdydellsen hdiridn poiston ndistd askorbaat-
tikonsentraatioista, joihin on lisdtty kuhunkin 3,33 U/ml askorbaatti-

oksidaasia.

Esimerkki 3

Virtsahapon osoittaminen kdyttden fenolia, aminoantipyriini&, POD:td
ja urikaasia analyysiautomaatissa (Autoanalyzer).

Testin periaate

Virtsahappo + 0, + HZO 553525539 allantoini + H202

2 H)0, + 2,4-dikloorifenoli + 4-aminoantipyriini 223 kinoidivéri-
aine + 2 HZO

Liuvosten valmistus

1 Askorbaatti-oksidaasi-reagenssi
600 ml:aan kahdesti tislattua vettd liuotetaan pullon 1 sis§ltéd.
Lisdtadn 0,3 ml "Brij-35" (polyetyleeniglykolilauryylieetteri, Firma Atlas
Chemie). S&dilyy tummassa pullossa noin 4°C:ssa neljad viikkoa,
noin 25°C:ssa yhden viikon.

2 Urikaasi-reagenssi
800 ml:aan kahdesti tislattua vettd liuotetaan pullon 2 sisdltd.
Lisdtd3n 2,0 ml Brij-35. Sdilyy tummassa pullossa noin 4°C:ssa
neljd viikkoa, noin 25°C:ssa vhden wviikon.

Liuosten konsentraatiot
pullo 1 50 mM fosfaattivnuskuria, pH 5,6

askorbaatti-oksidaasia 3 kuviossa 2 ilmoitetuissa mddrissa.
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pullo 2 31 mM Tris/sitruunahappo, pH 8,9
urikaasi 2 0,08 U/ml
POD 2 0,015 U/ml
3,0 mM 2,4-dikloorifenclia, 4,0 mM 4-aminoantipyriinisi.

Misritykseen suorittamista varten asennetaan automaatin letkusysteemi

kuviossa 1 esitetyn virtauskaavan mukaisesti.
Kuviossa 2 on esitettynid graafisesti kokeiden tulokset.

Esimerkki 4

Glukoosin osoittaminen k#yttden HK/G6P-DH, NADP, INT ja diaforaasia
fotometrissd. Mittauksen allonpituus: 492 nm, inkuboimisldmp&tila:
25°cC.

Kyvetti n:o 1l 2 3
Fosfaattipuskuri, pH 7,5 0,1 M 1,7 1,7 1,7
NADP/INT kumpaakin 1 mg/ml 0,1 0,1 0,1
diaforaasi 5 U/ml 0,1 0,1 0,1
glukoosi-liuos 0,05 mg/ml 0,1 0,1 0,1
askorbaatti-liuos 10 mM - 0,01 0,01
askorbaatti-oksidaasi 35 U/ml - - 0,03
vesi 0,04 0,03 -

Anneiaan seistd 3 min 25°C:ssa, luetaan El, aloitetaan kdyttden

HK/G6P-DH-liuosta, kutakin 56 U/ml

Annetaan seist# 15 min, luetaan E lasketaan IE:Z—E1 = A E

2'

A E 0,234 0,307 0,230

Kyvetti 1 vastaa hdiribténtd mittausta.
Kyvetti 2 osoittaa, ettd 0,0l/u nol askorbaattia antaa 34 % liian
korkeita testiarvoja, malja 5 osoittaa, ettd 0,5 U/ml askorbaatti-oksi-

daasia poistaa tdmdn hdiridn tdydellisesti.

Esimerkki 5
Glutamaatin miédritys k#dyttiden G1lDH, NAD/INT/diaforaasia fotometrissd.
Mittauksen aallonpituus 492 nm, ldmp&tila 25°¢.
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Kyvetti n:o 1 2 3 4 5
Fosfaattipuskuri 1,30 1,20 1,29 1,18 1,27
pH 5,6, 0,01 mM

Glutamaatti-liuos 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
0,2 mg/ml

Askorbaatti-liuos - 0,1 0,01 0,1 0,01
5 mM

Askorbaatti-oksidaasi - - - 0,02 0,02
100 U/ml

Annetaan seistd 3 min 250C:ssa, sitten pipetoidaan yksittdisiin kywvetteihin.

0,2 M TRA, 0,05 M

Kaliumfosfaattipuskuri, pH 8,6, jossa

on 1,5 % Triton-X-100 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

NAD-1liuos,

5 mg/ml 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

diaforaasi-liuos 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
10 U/ml

GIDH 1000 U/ml 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

Luetaan El' aloitetaan reaktio kdyttden

INT-liuosta, 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
2 mg/ml

Annetaan seisti lSIﬁUlZSCb:ssa, luetaan E2' lasketaan E2—El = A E

A E 0,184 0,560 0,380 0,186 0,182

Kyvetti 1 vastaa hdiriotdntd mittausta.

Kyvetit-2 ja 3 osoittavat, ettd 0,5 tai 0,0S/unwl askorbaattia antaa
testin arvoksi noin 700 tai noin 100 % liian korkeat arvot.
Kyvetit 4 ja 5 osoittavat tdmén hdiridn t4dydellisen poistamisen kiy-

tettdessd 0,73 (/ml askorbaatti-oksidaasia.

Esimerkki 6

Tyrosiinin mddritys kdyttden 3-metyyli-6-kaliumsulfonyyli-bents-
tiatsoloni-hydratsoni-(2):ta (SMBTH) ja tyrosinaasia fotometrissi,
mittauksen aallonpituus 492 nm, mittausl#mpdtila 25°cC.
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Kyvettiin:o 1 2 3
Fosfaattipuskuri, pH 5,2 0,25 M 2,77 2,77 2,77
SMBTH 0,1 M 0,05 0,05 0,05
Askorbiinihappo~liuos 10 mM - 0,1 0,1
Vesi 0,12 0,02 -
Askorbaatti-oksidaasi 500 U/ml - - 0,02
Tyrosinaasi 60 U/ml 0,05 0,05 0,05

Annetaan seistd 1 min 2§%hssa, luetaan El' aloitetaan kdyttden

Tyrosiinia 2 mM 0,05 0,05 0,05

Annetaan seistd 11125%35&L1uetaan Ez, lasketaan E2-E1 = A E

A E 1,113 0,728 1,100

Kyvetti 1l vastaa hdiriotontd mittausta, kyvetissd 2 alentaa l/uxmal
askorbaattia teoreettisen arvon noin 35 %:1la, maljassa 3 on tdmd

hdirid poistettu tdydelleen kdyttden 3,33 U/ml askorbaatti-cksidaasia.

Esimerkki 7

Pyrokatekiinin md&ritys kdyttden SMBTH ja difenoli-oksidaasia.

Kyvetti n:o 1 2 3
Fosfaattipuskuri, 0,25 M 2,80 2,70 2,68
pH 5,2

SMBTH 0,1 0,05 0,05 0,05
Pyrokatekiini 0,5 M 0,10 0,10 0,10
Askorbaatti-ljuos 20 mM - 0,1 0,1
Askorbaatti-oksidaasi 500 U/ml - - 0,02

Annetaan seistd 1 min 2§%h£sa, luetaan El' aloitetaan kdyttden

Difenoli-oksidaasia 200 U/ml 0,05 0,05 0,05

Annetaan seistd 17 mthSQ3ssa,1uetaan E lasketaan E2 - E1 = A E

2I

A E 0,890 0,485 0,896

Kyvetti 1 vastaa hdiridténtd mittausta.

/u mol askorbaattia teoreettisen arvon noin
47 %:11la, tdmd hdirid on poistettu tdydelleen maljassa 3 lisddmdllid

Kyvetissd 2 alentaa 2

3,33 U/ml askorbaatti-oksidaasia.
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Esimerkki 8

Peroksidaasin (POD) md&ritys kdyttden 2,2'-atsino-di-/3-etyyli-
bentstiatsoliinisulfonaatti—(617:a (ABTS), fotometrimittauksella

aallonpituudella 432 nm limpdtilassa 25°c.

Kyvetti n:o 1 2 3 4 5
Fosfaattipuskuri 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75
pH 5,6, 0,1 mol/1

ABTS 50 mmol/1 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
POD 0,1 U/ml 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Askorbaatti 1 mmol/1 - 0,1 0,01 0,1 0,01
H,0 0,12 0,02 0,11 - 0,09
Askorbaattioksidaasi - - - 0,02 0,02
500 U/mol

Annetaan seistd 1 min 250C:ssa, aloitetaan kdyttden

H,O

20, 10 mmol/1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Mddritetddn AE/min

Kyvetti 1 vastaa hdiridt6ntd mittausta, joka osoittaa AE/min noin
0,052 heti mittauksen alusta. Kyvetissid 2 askorbaattihiirid on il-
meinen, koska 30 minuutin aikana ei saada mittaustulosta. Kyve-
tin 3 pieni askorbaattipitoisuus inhiboi tdydellisesti reaktiota

2 minuutin ajan, ja vield seuraavan 2 minuutin aikana reaktiono-
peudella on tasaantumisvaihe ennen kuin se saavuttaa maksimiar-
von. Kyveteissd 4 ja 5 on tdm& hdiridvaikutus tdydellisesti pois-
tettu kdyttdmdlld 3,3 U/ml askorbaattioksidaasia.

W
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Esimerkki 9
Testipaperi, jonka avulla voidaan osoittaa glukoosi virtsassa

Suodatinpaperi kastetaan liuokseen, jonka kokoomus on seuraava ja

kuivataan 50°C:ssa:

1,2 m sitraattipuskuria pH 5 50,0 ml

9-(y-dimetyyliaminopropyyli}-6-kloori-3-amino- 0,75 g

karbatsoli-dihydrokloridia

Glukoosioksidaasia (104 U/mg) 0,25 g

Peroksidaasia (63 U/mg) 0,05 g

Askorbaatti-oksidaasia (1000 U/ml) 1,00 g

Vettd 100,0 ml

Testipaperi reagoi glukoosia sisdltdvien virtsojen kanssa antaen
vdrisdvyijd, jotka ovat punaoranssista mustanpunaiseen. 2 minuutin
reaktiocajan jdlkeen antavat virtsat, joiden glukoosipitoisuus on sama
ja jotka sisdltdvat askorbiinihappoa 150 mg/dl saakka kdyt&nndlli-
sesti katsoen samat reaktiovdrit.

Testipapereissa, joiden kokoomus on analoginen, mutta jotka eivit
sisdlld askorbaatti-oksidaasia, ovat reaktiovdrit riippuen glukoosi-
pitoisuudesta askorbiinihappokonsentraatioissa alkaen 50 mg/dl hei-

kentyneet tai t&dysin peitossa.

Esimerkki 10
Testipaperi, jonka avulla voidaan osoittaa virtsassa oleva veri

Suodatinpaperi impregnoidaan perdkkdin seuraavilla liuocksilla ja

kuivataan 40°C:ssa.

Liuvos 1

1,2 m sitraattipuskuria pH 5,25 35,0 ml
Etyleenidiamiinitetraetikkahappoa, 0,1 g

dinatriumsuola

Dioktyylinatriumsulfosukkinaattia 0,5 g

2,5-dimetyyliheksaani-2,5-dihydroperoksi-

dia (noin 70-prosenttista) 1,6 g

Fosforihappotrimorfolidia 12,7 g

Askorbaatti-oksidaasia (300 U/ml) 0,3 g

Metanolia 30,0 ml

vVettd ad 100,0 ml
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Liuos 2

3,3',5,5'"-tetrametyylibentsidiinii 0,3 g
Fenantridiinia 0,2 g
Tolueeni/petrolieetteri (30:70) ad 100,0 ml

Tdlla testiparerilla voidaan osoittaa 5 erytrosyytin olemassaolo

m 3

:ssa virtsaa myS6s silloin, kun mukana on 30-50 mg askorbiini-
happoa/100 ml. Testipaperilla, jonka kokoomus on sama, mutta jossa
ei ole askorbaatti-oksidaasia ei endi onnistuta osoittamaan siti,

jos mukana on 10-20 mg askorbiinihappoa/100 ml.

Esimerkki 11
Testipaperi A

Testipaperi kuten esimerkissd L0 ilman askorbaatti-oksidaasia.

Testipaperi B

Vesiliukoinen paperi karboksimetyyliselluloosaa (pintayksikén paino
60 g/m2) kastellaan 20-prosenttisella jddetikan metanoliliuoksella
neutralisoimista varten ja kuivatetaan. Sen jidlkeen pirskotellaan
siihen askorbaattioksidaasin vesiliuosta (103 U/ml) ja kuivataan
heti.

Testipaperi B pannaan testipaperi A:n p&d4lle ja molemmat suljetaan
polyesterifolion ja nailonverkon v&dliin. Tutkittava virtsa tipute-
taan ndin valmistetun testiliuskan p&ddlle.

Tulokset vastaavat esimerkissi 10 saatuja.

Esimerkki 12
Testipaperi, jonka avulla voidaan osoittaa ulosteessa oleva veri

Suodatinpaperi impregnoidaan perdkkidin seuraavilla liuoksilla ja

kuivataan 40°C:ssa.

Liuos 1

1,2 m sitraattipuskuria, pH 5,25 10 ml
Askorbaatti-oksidaasia 300 U/ml 0,3 g
Vettd ad 100,0 ml
Liuos 2

Guajak-hartsia 3 g

Tolueenia ad 100,0 ml
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Liuos suodatetaan ja vain suodosta kdytetddn impregnoimiseen.

Saadaan testipaperi, johon sivell&dn ulostetta. Jos kddntdpuolelle
tiputetaan 3-prosenttista vetyperoksidin vesiliuosta, niin saadaan
sininen vidri, jos uloste sisdltd3 noin 2 % verta. Tdmd védri tulee
esiin my&s askorbiinihappo-pitoisissa ulosteissa (noin 15 mg/100 q),
kun taas testipapereissa ilman askorbaattioksidaasia jd& vain ndisséd
tapauksissa tulematta esiin.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd, jonka avulla voidaan mddrittdd substraatteja tai
entsyymien aktiivisuutta siten, ettd askorbiinihappo ei hdiritse
suoritettavaa mddritystd kdytettdessd redoks-reaktiota mittareak-
tiona, esimerkiksi md&rityksissd, joissa kdytetddn H202:ta muodos-
tavaa entsyymid, tetrasoliumsuolaa tai fenolia, joka voi liittya
nukleofiilisten reagenssien kanssa oksidoivasti, t unne t t u
siitd, ettd mddritys suoritetaan pH-arvossa 4,0-8,5 , ja ettd
madrityksessd on ldsnd 0,002-100 U askorbaattioksidaasia/ml testi-
liuvosta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd kdytetddn askorbaattioksidaasia, jota on saatu zucchini-

kurkuista (Cucurbita pepo medullosa).

3. Patenttivaatimuksen 1 mukaisen menetelmdn suorittamiseksi
tarkoitettu reagenssi, jonka avulla voidaan middrittdi substraat-
teja tai entsyymien aktiivisuutta kdyttdmdlld redoks-reaktiota
mittareaktiona, t un n e t t u siitd, ettd se sisiltidid tavan-

omaisten mddritysreagenssien lisdksi askorbaattioksidaasia.

4, Patenttivaatimuksen 3 mukainen reagenssi glukoosin mddrittd-
miseksi, t unne t tu siitd, ettd se sisdltdd peroksidaasia,
glukoosioksidaasia, o-dianisidiinia tai 2-atsino-di-3-etyyli-
bentstiatsoliinisulfonaatti-(6):ta, puskuria ja askorbaattioksi-

daasia.

5. Patenttivaatimuksen 3 mukainen reagenssi virtsahapon middrit-
tdmiseksi, t unne t t u siitd, ettd se sisdltd¥d peroksidaasia,
urikaasia, fenolia kuten 2,4-dikloorifenolia, aminoantipyriinii,

puskuria, ja askorbaattioksidaasia.

6. Patenttivaatimuksen 3 mukainen reagenssi glukoosin midritt&-
miseksi, t un ne t t u siitd, ettd se sisdltid heksokinaasia,
glukoosi-6-fosfaattidehydrogenaasia, nikotiiniamidi-adeniini-
dinukleotidifosfaattia (NADP), diaforaasia, tetratsoliumsuolaa,
puskuria ja askorbaattiocksidaasia.

7. Patenttivaatimuksen 3 mukainen reagenssi glutamaatin mddrit-

tdmiseksi, t unne t t u siitd, ettd se sisdltid glutamaatti-
dehydrogenaasia, diaforaasia, nikotiiniamidi-adeniini~dinukleo-
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tidi&, tetratsoliumsuclaa, puskuria ja askorbaattioksidaasia.

8. Patenttivaatimuksen 3 mukainen reagenssi tyrosiinin md&rit-
tamiseksi, t unne t t u siitd, ettd se sisdltidd tyrosinaasia,
3-metyyli-6-kaliumsulfonyyli-bentstiatsoloni-hydratsoni-(2):a,
puskuria ja askorbaattioksidaasia.

9. Patenttivaatimuksen 3 mukainen reagenssi, bentskatekiinin
mddrittémiseksi, t unne t t u siitd, ettd se sisilt¥3 difeno-
lioksidaasia, 3-metyyli-6-kaliumsulfonyyli-bentstiatsoloni-hydrat-

soni-(2):a, puskuria ja askorbaattioksidaasia.

10. Patenttivaatimuksen 3 mukainen reagenssi kdytettdviksi sub-
straatin mddrittdmiseen, t un n e t t u siitd, ettd substraatin
mddrittdmiseen tarkoitetut reagenssit ja askorbaattioksidaasi on

impregnoitu imukykyiselle kantaja-aineelle, edullisesti paperille.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen reagenssi, t un ne t t u
siitd, ettd vesiliukoinen, levymdinen kantajamateriaali on kyllids-~
tetty askorbaattioksidaasilla, ja veteen liukenematon, levym#inen,
imukykyinen kantaja-aine on kylldstetty substraatin mdidrittdmiseen
tarkoitetuilla reagenseilla, ja ettd vesiliukoinen ja veteen

liukenematon kantajamateriaali on kerrostettu p#dllekk&din.

12. Patenttivaatimuksen 10 mukaisen reagenssin kdyttd glukoosin
mddrittdmiseksi, t un n e t t u siitd, ettd kdytetdin glukoosi-
oksidaasilla, peroksidaasilla, askorbaattioksidaasilla, 9-(y-di-
metyyliaminopropyyli)-6-kloori-3-aminokarbatsolisuolalla ja pusku-
rilla kylldstettyd kantajapaperia.

13. Patenttivaatimuksen 10 mukaisen reagenssin k8yttd virtsassa
olevan veren mddrittdmiseksi, t unne t t u siitld, etti kiyte-
tddn etyleenidiaminotetraetikkahapposuolalla, dioktyylinatrium-
sulfosukkinaatilla, 2,5-dimetyyliheksaani-2,5-dihydroperoksidilla,
fosforihappotrimorfolidilla, askorbaattioksidaasilla, 3,3', 5,5°'
tetrametyylibentsidiinill¥, fenantridiinilld ja puskurilla kyllids-

tettyd paperia.

14. Patenttivaatimuksen 10 mukaisen reagenssin k#ytt® ulosteessa
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olevan veren mddrittédmiseksi, t unne t t u siitid, ettd kidyte-
tddn askorbaattioksidaasilla, guajakhartsilla ja puskurilla kyl-
ldstettyd paperia.

Patentkrav

1. Férfarande f&r bestdmning av substrat eller enzymaktiviteter
sdlunda att askorbinsyra icke st&r bestdmningen, vid anvidndning
av redox-reaktion som indikationsreaktion, till exempel vid be-
stadmningar, dir man anvinder ett Hzoz—bildande enzym, ett tetra-
zoliumsalt eller en fenol som kan reagera oxidativt med nukleo-
fila reagenser, k a nne tecknat av att bestdmningen ut-
fores vid ett pH-vdrde av 4,0-8,5, och att 0,002-100 U askorbat-

oxidas/ml testldsning dr nidrvarande vid bestdmningen.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k 4 nnetecknat av
att man anvdnder askorbatoxidas utvunnen fr&n zucchini-gqurkor

(Cucurbita pepo medullosa).

3. Reagens f8r utfdrande av fdrfarandet enligt patentkravet 1,
med hjdlp av vilken substrat eller enzymaktiviteter kan bestdm-
mas genom anvdndning av en redox-reaktion som indikationsreaktion,
kdnnetecknad av att denna utdver de sedvanliga be-

stdmningsreagenserna inneh&ller askorbatoxidas.

4, Reagens enligt patentkravet 3 f6r bestdmning av glukos,
k&nnetecknad av att denna inneh&ller peroxidas, glukos-
oxidas, o-dianisidin eller 2-atsino-di-3-etylbenstiazolinsulfonat-
(6), buffert och askorbatoxidas.

5. Reagens enligt patentkravet 3 f6r bestdmning av urinsyra,
kdnnetecknad av att denna innehdller peroxidas, urikas,
fenol, sédsom 2,4-diklorfenol, aminoantipyrin, buffert och askorbat-

oxidat.

6. Reagens enligt patentkravet 3 f8r bestdmning av glukos,
kd&nnetecknad av att denna inneh&ller hexokinas,
glukos-6-fosfatdehydrogenas, nikotinamid-adenin-dinukleotidfos-
tat (NADP), diaforas, tetrazoliumsalt, buffert och askorbatoxidas.

7. Reagens enligt patentkravet 3 f&r bestidmning av glutamat,

kdnnetecknagdg av att denna innehdller glutamat-
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dehydrogenas, diaforas, nikotinamid—adenin—dinﬁkleotid, tetra-

zoliumsalt, buffert och askorbatoxidas.

8. Reagens enligt patentkravet 3 fOr bestdmning av tyrosin,
kiannetecknad av att denna innehdller tyrosinas,
3-metyl-6-kaliumsulfonyl-benstiazolon-hydrazon~-(2), buffert

och askorbatoxidas.

9. Reagens enligt patentkravet 3 for bestdming av benskatekin,
k dnnetecknad av att denna innehdller difenoloxidas,
3-metyl-6-kaliumsulfonyl-benstiazolon-hydrazon-(2), buffert och

askorbatoxidas.

10. Reagens enligt patentkravet 3 f6r anvdndning vid bestdmning
av substrat, k & nnetecknad av att reagenserna fOr
bestidmning av substratet och askorbatoxidasen impregnerats pé

absorberande bdrarmaterial, fb6rdelaktigt papper.

11. Reagens enligt patentkravet 10, k @&nnetecknad av
att ett vattenldsligt, skivformat bdrarmaterial &r impregnerat med
askorbatoxidas, och ett i vatten oldsligt, skivformigt absorberande
birarmaterial &r impregnerat med reagenserna fO8r bestdmiing av sub-
stratet, och att det vattenl®sliga och det i vatten oldsliga bdrar-

materialet dr skiktade pa varandra.

12. Anvdndning av reagens enligt patentkravet 10 f&6r bestdmning av
glukos, k @ nnetecknad av att man anvdnder ett med glukos-
oxidas, peroxidas, askorbatoxidas, 9-(y-dimetylaminopropyl-é6-klor-
3-aminokarbazolsalt och buffert impregnerat bédrarpapper.

13. Anvandning av reagens enligt patentkravet 10 f&r bestdmning av
urin i blodet, k @&nnetecknad av att man anvdnder ett med
etylendiaminotetradttiksyrasalt, dioktylnatriumsulfosuccinat, 2,5-
dimetylhexan-2,5-dihydroperoxid, fosforsyratrimorfolid, askorbat-
oxidas, 3,3', 5,5'-tetrametylbensidin, fenantridin och buffert

impregnerat papper.

14. Anvandningen av reagens enligt patentkravet 10 f8r bestdmning
av blod i avfdring, k E&nnetecknad av att man anvdnder ett

med askorbatoxidas, guajakharts och buffert impregnerat papper.

Viitejulkaisuja-Anférda publikationer
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