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1
Vynélez se t¥kd zpisobu stenovenf glycerolu s &inidle k provéd&n{ tohoto zpisobu,

Stanoveni triglyceridll, to Jest glycerolesterd alifatickych kyselin a del3fm ¥et&zcem
méd pro lékarskou disgnostiku podstatny vyznam. ZvySend hladina triglyceridd v krvi je rizi-
kovym faktoren pro vznik arteriosklerdzy. P¥i vysokych hladindch triglyceridd v krvi dochdzf{
Zast&ji ke korondrni nedostatednosti a srdeénimu infarktu ne¥ v pfipedech, kdy hladina tri-
glyceridd je nizkd. Vysokd hladine triglyceridd vede také Cast&ji k vyvoji erteriosklerd-
2y a korondrnich onemocn&ni a je tedy velmi Zddouct Ji zJjistit v&as, aby bylo moZno prov4d&t
pfislusnou 1lé8bu. Je tedy zapot¥ebf mit k dispozici rychlou a snadno proveditelnou metodu
ke stanoveni triglyceridd nebo glycerolu.

Znédmé a pouZivané metody ke stanovenf triglyceridd jsou zaloZeny na enzymatické hydro-
1lyze t&chto ldtek lipdzou a esterdzou s ndslednym stenovenim uvoln&ného glycerolu glycerol-
kindzou, kindzou pyrohroznanu a naftétdehydrogendzou, jak bylo pOpséné v publikaci A. W,
Eahlefeld, Methods of Enzymstic Analysis IV, H. U. Bergmeyer, Ed. Academic Press, New
York, Londyn, 1974, str. 1 831 a% 1 835. )

Tyto zndmé zpisoby vak majf podstatné nevyhody. Aby bylo mo¥no vylou¥it poruchy zbar-
veni krevniho séra, vznikejfci pFitomnosti bilirubinu nebo hemoglobinem a zdkaly rtdzného pi-
vodu, Je zapot¥eb{ vidy provdd¥t slepou zkousku, co¥ zvySuje ¥asové ndkledy i spot¥ebu
reakdnich &inidel & tim i celkové néklady na analyzu. Mimoto resk¥ni &inidlo Je vzhledem
k p¥itomnosti rdznych citlivych enzymd a koenzymd Jen mélo trvanlivé.

Krom& t&chto zkoudek jsou znémy také barevné zkousky zalo¥end na tvorbs fbrmazénu.
Pri t&chto postupech je také zapotiebi v%dy provédst slepou zkou¥ku a mimoto Jsou tyto

227331



227331 - ' 2

zkoudky pomdrng kohmplikované a jsou rudeny rdznymi del¥imi létkemi. Mimoto je zném

zplsob, pFi n¥mZ se uzivé glyceroloxiddza za vzniku peroxidu vodiku & glycerolaldehydu,
které Je mo%no stanovit. Tento enzym se v3ak ziskdvd jen z vysoce pathogennich mikroorge-
nismd, jeko jsou bakterie moru, z Jjinych bakterifi Je moZno jej ziskat jen v malém mnozstvi.

Z tohoto ?ﬁvodu by bylo zepot¥ebi navrhnout zpisob a &inidlo, pfi JejichZ pouZiti by
bylo mo%no odstrenit svrchu uvedené nevyhody. M&lo by jit o zpisob, ktery by bylo moZno
provéddt pbi pouziti enzymu, ziskatelného jednoduchym zpisobem v dobrém vyt¥iku. Mimoto by
m&lo byt moZno zpisob provdddt bez m&Feni proti slepé zkoulce za ziskdni dostatednd pes-
nych vysledkd. Zvl43td by bylo #dédouci, aby bylo dosaZeno barevné reakce s dostate¥nd vysokym
extinkénim koeficientem vzniklého barvive, to Jest ( €18 cmzéumol).

P¥edmétem vyndlezu je zpisob stanoveni glycerolu, vyzna¥ujici se tim, e se glycerol -
inkubuje ve vodném prostfedi za pPitomnosti kysliku s galaktS%ooxidézou a pak se m&F{
vysledek reakce, @ to spotPeba kysliku, mnoZstvi vzniklého peroxidu vodiku nebo mnoZstvi
glycerolaldehydu. :

Galektdzooxiddza EC 1.1.3.9. je zndmy enzym, ktery za p¥itomnosti kysliku oxiduje D-
-galaktozu na D-galaktézohexodialdézu a peroxid vodiku. Jde o enzym, ktery¥ obsahuje
méd, Vyndlez spodivd na piekvapujicim zji¥téni, %e je tento enzym mo%no s dobrym vysledkem
uzit ke stanoveni glyceroclu.

Tento vysledek nebylo mo#no o¥ekdvat, protoZe byla sice zndme minimdlni d&innost gelak-
tdzooxiddzy vzhledem ke glycérolu, aviak podle publikace Hamilton a dal3{ "Oxidases and Rel-
sted Redox Systems", vyd. King, sv. ! (1971), av3ek reak¥ni rychlost byla taek nizké, Ze
nebylo uvafovéno o pouZitelnosti tohoto enzymu. ProtoZe v t&lesnych tekutindch, v nichZ
mé byt stanoven glycerol se miZe vyskytovat teké galaktéza ve volné nebo vézené formé&,
bylo moZno ofekdvat silné rudeni této reakce galaktdézou, tekZe vibec nebylo moZno uvaZovet
o mo¥nosti kventitetivni reekce glycerolem. Bylo v3ak neo¥ekdvend zjistdno, ¥e v t&lesnych
tekutindch, zejména v krevnim séru k tomuto rudeni nedochdzi.

Zpisob podle vyndlezu Jje moZno také provédst po predbdiném nebo p¥i soudasném enzymatic-
kém zmydelndni triglyceridd za soudasného uvoln¥éni glycerolu, nebo po pFedb&Zném chemickém
zmydelndni triglyceridd. Zmydelnéni chemickym zplsobem Je moZno provddit zejména elkoholovym
roztokem hydroxidu draselného, k enzymatickému zmfdeln&ni je vhodnéd lipdza s esterdzou nebo
esterdza.

M&feni spot¥eby kysliku, tvorby peroxidu vodiku nebo tvorby glycerolaldehydu se provédi
zndmymi postupy.

Vhodnym zpisobem m&Feni spotFeby kysliku je naptikled plynové chromatogrefie a depolari-
zace, Vyhodnd je polarcmetrickd metods pii pouZiti kyslikové elektrozy, protoZe tento postup
je zvl4¥td vhodny k sutomatickému provédd¥ni snalyzy. Zplsoby obdobného typu jsou znémy.
Zv143t4 vhodny je zpisob, uvedeny v NSR vyklddacich spisech 21 30 340 a 21 30 308, tyto
zplsoby se tykaji polerometrického m&feni spopfeby kysliku ve vodnych prostiedich.

Vznikly peroxid vodiku je moZno stanovit titracf nebo také potenciometricky, polaro-
graficky, kolorimetricky nebo énzymaticky. Vyhodné jsou enzymatické zpisoby p*i pouZiti kata-
14zy nebo peroxiddzy, protoZe tyto metody jsou jednek velmi specifické @ dostupné, mimoto
viak také je moZno tyto metody kombinovat s hlavni reskci ze vaniku peroxidu vodiku velmi
jednoduchym zpdsobem. Vhodnd Je zeJjména stenoveni katsldzou za pPitomnosti beta-diketond,
napfiklad acetylacetonu & methanolu nebo ethanolu nebo methylenglykolu, Jeko% i stanoveni
pomoci peroxiddzy za pP{tomnosti Jjedné nebo v&tsiho podtu chromogennich létek.

P#i stanoveni pomoci kataldzy, scetylecetonu = methanolu je methanol oxidevén na
formaldehyd, ktery resguje s acetylacetonem za vzniku barevné reakce, kterou je moZno
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méfit. Pri pouZiti peroxiddzy jsou jako chromorofni létky pouZity sloudeniny, které je po
reakci mofno md¥it fotometricky. P¥{kladem vhodného chromoforu mi%e byt kyselina 2,2 -emino-
benzthiazolinsulfonovéd (ABTS). Dal¥im pi¥ikladem je indikdtorovy systém podle publikace
Trinder Ann. Clin. Biochem. 7 6 (1969), 24 a% 27, pii n&m% se uvédi v reskci fenol & 4-smi-
nosntipyrin (4-AAP) ze pfitomnosti POD a za pdsobeni peroxidu vodiku za vzniku berviva. Misto .
fenolu je moZno u%it jiné aromatické alkoholy jeko p-chlorfenol, anilinové derivdty, naftol,
derivdty naftolu, neftylemin, naftyleminové derivdty, eminochinoliny, hydroxychinoliny,
kyselinu dihydroxyfenyloctovou a obdobpym zplsobem reagujici sloudeniny.

Misto 4-sminoantipyrinu je moZno u¥it derivdty 4-eminoentipyrinu napiiklad 4-sminoanti-
pyrinamid, kyselinu fenylendiaminsulfonovou, MBTH.

Stanoven{ glycerolaldehydu se stanovi pomoci b&Zn& uZivanych reask®nich &inidel, s vyho-
dou pomoci hydrazinového derivédtu, ktery reesguje s eldehydovymi skupinemi ze vzniku hydrazo-
nu, nep¥iklad p#i pouZitf 2,4-dihydrofenylhydrazinu. Vznikly hydrazon je moZno stanovit
kolorimetricky.

Zv145té vyhodnd je reakce za p¥itomnosti peroxiddzy a chromogenni sloudeniny, nap¥iklad
ABTS., V tomto p¥ipad& je moZno dosdhnout krdtké reakdni doby & soudasnd linedrni zdvislosti
mezi rozdilem v extinkci a koncentraci glycerolu, tak¥e se toto provedeni zpisobu podle
vyndlezu zv1d3t& hodi pro kinetické stanoveni. Je v3ak moZno je stejnd dobfe uift i ke
stanoveni koncového bodu.

DosaZend umérnost mezi extinkci a obsahem glycerolu je doloZena na p¥iloZeném obr. !.
Graficky je zndézorn¥ne souvislost mezi extinkci s obsahem glycerolu.

Ne ose usedek je uvedena koncentrace glycerolu v 1072 mol/1. Na ose pofadnic je uvedena
odpovidajici extinkce.

Podle vyhodného provedeni zplsobu podle vyndélzu se stanovi provdddni za p¥itomnosti

glyceroldehydrogendzy a jejiho koenzymu NAD. Glyceroldehydrogendza EC 1.1.1.6 Jje zndémé a
Je moZino ji zisket z mikroorgenismi, napfiklad Enterobacter eerogenes a je b&%né u¥ivéna.
Bylo zji¥t&no, %e za pritomnosti glycerodehydrogendzy (Glyc-DH) je citlivost a specifilnost
zpisobu stanovent Je#t& ddle zlepZena. P¥i této vyhodné form& provedeni zpisobu podle vy~

. ndlezu je moZno p¥idat NAD v p¥ebytku vzhledem ke stechiometricky nutnému mnoZstvi, s vy-
hodou se v3ak pFiddvd katalytické mnofstvi NAD e systém, ktery za pFitomnosti NAD futo 1ldtku
regeneruje.

Vhodnym systémem pro regeneraci NAD je napriklad systém popseny v DOS 28 34 T05, Vyhodnym
systémem pro regeneraci NAD pro pouZitf{ p¥i provédini zpisobu podle vyndlezu sestdvd z lak-
tdtdehydrogendzy a jejiho substrdtu pyrohroznanu. V p¥ipads, Ze se NAD pfldé v prebytku,

Je moZno misto peroxidu vodiku opticky méfit teké redukovany NAD.

Pri této formé provedeni zpisobu podle vyndlezu je vhodné udriet hodnotu pH v rozmez{
7,0 a 9,0, protoZe v témto rozmezi maj{ v3echny ostetni enzymy, které se udastni reakce,
@ to galaktdézooxiddza (Gal- -0D), Glyc-DH a pop¥ipad& peroxiddza (POD) dobrou u&innost.

Je pfekvapujicf{, %e pPi této form& provedeni probihd reskce hladce a kvantitativns
pfi spot¥ebé molekuldrniho kyslfku a tvorbd peroxidu vodiku, pPestoZe dochdz{ ke konkurenci
obou enzymd Gal-OD a Glyc-DH o glycerin a taeké Glyc-DH vytvéri krom& kysliku peroxid vodiku,

P¥i vyhodném pouzit{ Gal-OD a soudasn& Glyc-DH se citlivost udri{ na 0,001 mol/litr.

Provdd&ni tohoto zplisobu se vypoditévd z rozdflu mezi slepou-:zkouskou a zkudebnim vzor-
kem nebo kinetickym zpisobem. Na p¥iloZeném obr. 3 je zFejmé, Ze pPi pouZiti obou tdchto
forem provedenl se.ziskd linedrnf{ vztah mezi koncentrac{ glycerolu a rozdflem extinkce
alespon a¥ do koncentrace glycerolu 0,0005 mol/litr.
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Také tato forma provedeni zplsobu podle vynélezu mi%e byt provedena za soudasného
enzymatického zmfdeln¥ni triglyceridd, takie dochdzi k uvolndni a rychlému stanoveni glyce-

- rolu.

Zpisob podle vyndlezu Je zv1dstd vhodny pro sutomatické analyzdtory, protoZe je moZno
provédst cejchovéni koncentrace glycerolu velmi pfesn& p¥i pouZiti stendardu.

Reskéni &inidlo ke stanoveni glycerolu sestévd z galektozooxiddzy, systému pro sta-
noveni peroxidu vodiku nebo systému ke stanoveni glycerolaldehydu. P#i prvnim vyhodném pro-
veden! sestévé reakéni &inidlo v podstatd z gelektozooxiddazy, peroxiddzy, alespon jedné
chromogenni sloufeniny a pufru, & to jednotlivZ nebo ve sm&si. Jako chromogenni ldtky se

5 vyhodou u%ije ABTS. Dalsfm vhodnym barevnym indikdtorovym systémem Je systém, ktery byl

‘uveden ve svrchu uvedené Trinderovd publikaci.

Vyhodnym reak¥nim ¢inidlem Je &inidlo, sestdvajici v podstaté z gelaktézooxiddzy, ka-
taldzy, acetylacetonu, methenolu & pufru, a to jednotlivd nebo ve smési.

Reak#ni &inidlo miZe teké sestévat z galaktdzooxiddzy, hydrazinového derivétu, ktery
reaguje s aldehydovymi skupinemi ze vzniku hydrazonu e z pufru. Jako hydrazinovy derivét
se s vyhodou pou%ije 2,4-dinitrofenylhydrezin.

Reak¥n{ &inidla mohou krom® uvedenych slofek obsahovat je¥t& bdind rozpoustédla, stabi-
1izétory a/nebo smdfedla, VSechny tyto del3{ moZné piisady Jsou zndmy & jsou vhodné pro po-
ufiti v systémech pro stanoveni peroxidu vodiku i glycerolaldehydu. S vyhodou obsenhuji
reakéni &inidla, krom& svrchu uvedenych slofek jedtd enzymy, 3tdpici tuky, nap¥iklad
lipdzu a esterdzu nebo pouze esterdzu, aby bylo mo%no stanovit také vdzany glycerol,
nachézejici se ve form¥ triglyceridd.

Reskéni &inidla k provdddni zpdsobu podle vyndlezu obsahuji Jednotlivé slofky s vyho-
dou v nésledujicich pomérech.

1. 15 a3 30 jednotek/ml galaktézgoxiddzy
0,5 a% 100 jednotek/ml peroxiddzy
0,05 a% 20)mn1/m1 chromogennf{ ldtky
a popripadé
0,001 e% 0,1 g/ml smd¥edla & pufr k dpravé pH na 6 aZ 9

2. 15 a¥ 30 jednotek/ml gelektdzooxiddzy
1 a% 10)umol/l 2,4-dinitrofenylhydrezinu
a popiripeds
0,001 a% 0,1 g/ml smdSedle a pufr k Upravé pH na 6 a% 9.

Podle vyhodného provedeni zpisobu podle vyndlezu obsshuje reekdni Zinidlo Jestd
Glyc-DR, NAD a pop#ipadd systém, regenerujic{ NAD. .

Pro systémy, regenerujici NAD plati toté%, co bylo uvedeno svrchu pro zpisob podle
vyndlezu. Vyhodny systém pro regeneraci NAD sestdvd z lektdtdehydrogendzy (LDH) a pyrohrozna-
nu. Pr{tomnost systému, regenerujiciho NAD umo¥nuje s katalytickym mnoZstvim koenzymu NAD
pro reekci s Glyc-DH vyste¥it, protoZe v pribshu reskce vznikajici NADH se okemZitd
‘regeneruje zp&t na NAD oxidaci. Za pfitomnosti tohoto regeneradniho systému pro NAD je
moZno sni%it mnoZstvi systému NAD af na 0,0S‘ymol/l.

PFi tomto vyhodném provedeni obsehuje reakdni &inidlo ‘podle vyndlezu Glyc-DH v mnoZstvi
5 8% 100 jednotek/ml. Je semostejmé, Ze Je moZno pou$it i vét3fho mnoZstvi, neni to viak
jiZ hospodéirné. Mno¥stvi ni%¥{ ne% 5 jednotek/ml je také moZno pouZit, vyhody, dosaZené
poufitim Glyc-DH v3ak se sniZuji.
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Vhodny pufr je moznovzjistit Jednoduchymi predb&inymi pokusy. Vhodnymi pufry jsou
napt#iklad glycylglycinovy pufr a bicinovy pufr (N,N-bis-/2-hydroxyethyl/glycin) v koncen-
tracich 0,05 a% 0,2 mol/litr. Svrchu uvedené enzymatické Jednotky pro galektézooxidézy” se
tykaji gelaktozy jako substrétu, jak bylo popséno napfikled v publikaci Fazur a dal¥{ "Carbo-
hydrates, Nucleosides, Nucleotides" 4, 147 (1977).

Vyndlez bude osv&tlen ndsledujicimi pFiklady.
Pri{iklad 1
Reakdni &inidlo: pufr s fosforednenem draselnym (0,1 mol/l, pH 755),
peroxiddza (12 500 jednotek/1,
galaktdzooxiddza (20 000 jednotek/1) ABTS (2 mmoly/1).

Vzorky: vodné roztoky glycerolu o koncentraci 0,005 a% 0,06 molu/l.

Zpisob stanoveni: méfeni bylo provédsno p¥i poufitf rtulové lempy p¥i 405 nm,
kyveta mé&la 3f¥ku 1 cm, inkuba&nf teplota 25 °C,

2,0 ml reekdnfho &inidla se pipetou vnese Qo kyvety, pridd se 0,1 ml vzorku a smds se
promisi. M&F{ se zm&ny extinkce mezi druhou a desdtou minutounAIQ._lon. P¥i kventitativnim
stenoveni glycerolu se tento rozdil vztahuje na koncentraci glycerolu ve standardu.
P¥Hikled 2
Stanoveni glycerolu v séru

Reak&ni Zinidlo: pufr s fosforefnanem draselnym (0,1 mol/1, pH 7,5),

peroxiddza (12 500 jednotek/1),

gelaktdzooxiddza (20 000 jednotek/1), ABTS (2 mmoly/1).

Vzorky: Jjako vzorek bylo ufito krevni sérum, které obseshovelo rfiznd mnofstv{
glycerolu, ktery byl pfiddn do koncentrace 0,006 a% 0,07 molu/l.

Zpisob stenoveni: m&¥Feni bylo provéddno p#i pou¥itf rtufové lempy p¥i 405 nm, tlousika
kyvety byla 1 cm a inkuba&ni teplota 25 °cC.

Stanoveni se provédi tak, %e se pipetou vnese do kyvety 2,0 ml reakdnfho &inidls,
pridd se 0,1 ml vzorku a sm¥s se promisi. Po skonSeni lag-féze se m3F{ zm&na extinkce
v prib&hu druhé aZ 10,minuty. Linedrni zdvislost mezi koncentrac{ glycerolu a zm&nami

extinkce je zPejméd z prilo¥eného obr., 2.

Na ose use&ek je uvedena koncentrace glycerolu v 10'2 mol/1l. Na ose po¥adnic ge nachdz{
odpovidajici extinkce p¥i 405 nm.

P¥r{klad 3

Reak&n{ &inidlo mé ndsledujici slofeni:

SloZka MnoZstvi

8lycylglycinovy pufr o pH 8,0 0,1 mol/1
siren amonny 0,16 mol/1
ZnS0, . TH,0 . 0,1 mmol/1

uhliditan sodng 0,078 mmol/1
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SloZka = | MnoZstvi

4-eminoantipyridin-NH, 0,% mmol/1
p-chlorfenol 10 mmol/1

POD : ' 10 000 jednotek/1
LDH . 10 000 jednotek/i
pyrohroznan 2,25 mmol/1
Gal-0D 20 000 Jednotek/1
Glyc-DH 50 000 jgdnotek/l
NaD* 1,5 mmol/l

Zkudebni vzorky:
Vodné roztoky glycerolu v koncentrainim rozmezi 0,001 a% 0,01 mmol/litr. Misto vodnych
roztokd glycerolu je moZno pou%it extrakty séra, dals{ t&lesné tekutiny a nap¥ikled také

extrakty z potravin.

Podminky p#i méFeni:

Vlinové4 délke: 546 nm
Tloudike vrstvy: 1| cm
Teplota: 25 °C ez 37 °C

1,0 ml reskéniho &inidle se vlo¥i do kyvety a pPidd se 0,01 ml zku3ebniho vzorku. Extink-
ce se m&FL po 30 minutdch proti slepé zkouSce. Pro kvantitetivni stenoveni se vztahuje
tato AE proti standardu ke zjisténd koncentrace glycerolu.

Neni zapotfebi provédét kontrolni zkousku bez pritomnosti roztoku, v némZ se glycerol
nachéz{. Krivke, ziskend nanesenim koncentrace glycerolu v mol/l proti extinkei p¥i 546 nm
je zndzorn¥na ne obr. 3.

PREDMET VINALEZU

1. Zpdsob stenoveni glycerolu, vyznefujlci se tim, Ze se glycerol inkubuje ve vodném
prost¥ed{ zs pfitomnosti kysliku s galaktdzooxiddzou & pak se méti vysledek reakce, & to
spotPeby kysliku, mnozstvi vzniklého peroxidu vodiku nebo mno¥stvi glycerolaldehydu.

2. Zpisob podle bodu T, vyznatujlci se tim, Ze se.spotfeba kysliku m&Fi polarogre-
ficky. ‘ ' )

3. Zpdsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se vznik;y peroxid vodiku stanovi enzy-
meticky p#i pou2iti ketaldzy nebo peroxiddzy.

4. Zpisob podle bodu 3, vyznafujici se tim, %¥e se pfidd peraxiddze a chromogenni
sloudenina a m&¥{ se zbarveni nebo zm&ny extinkce.

5. Zpisob podle bodd 1 a% 4, vyzna¥ujici se tim, Ze se méreni provédi kineticky v ple-
dem stanoveném Sasovém intervelu.

6. Zpisob podle bodd 1 a% 5, vyznadujici se tim, Ze se k inkuba¥nimu prost¥edf pfidd
glyceroldehydrogendze a NAD. ’
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7. Zpisob podle bodu 6, vyznedujici se tim, %e se pfiddvéd NAD spolu se systémem pro
regeneraci NAD.

8. Zptsob podle bodu 7, vyznadujfci se tim, Ze se jako systém pro regeneraci NAD uije
pyrohroznan a laktdtdehydrogendza.

9. Zplisob podle bodd ! a% 8, vyznadujict se tim, ¥e se postup provdd{ p¥i pH 7,0 a3
9,0, ‘

10. Zphsob podle bodu !, vyzna¥ujfci se tim, Ze se vznikly glycerolaldehyd prevede
pisobenim hydrazinového derivdtu na odpovidejici hydrazon a tato létke se pak méri.

t. Zplisob podle bodu 6, vyznadujici se tim, %e se stanov{i redukoveny NAD,

3 vykresy
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Obr. 2
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