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Opfindelsen angér en fremgangsmdde til bestemmelse af substrater
eller enzymaktiviteter under anvendelse af en redox-reaktion som
m&lereaktion i narverelse af askorbinsyre.

T den kliniske og farmaceutiske kemi, biokemien og levnedsmiddel-

kemien er redox-reaktioner til bestemmelse af enzym- eller substrat-
koncentrationer af stor interesse. Vurderingen af disse reaktioner
kan ske via fotometriske m&linger. S&fremt der i testsystemet for-
uden de redox-komponenter, der er af interesse, findes

yderligere reducerende stoffer m& man regne med forstyrrelser. I -
provematerialet treffer man serlig hyppigt p& askorbinsyre. Som'

et sterkt reduktionsmiddel giver den anledning til forstyrrelser,
n&r farmaka eller fysiologiske vmsker som serum eller urin, askor-

binholdige plantesafter eller andre levnedsmidler, som inde-
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holder askorbinsyre, eller hvortil der er sat askorbinsyre, kommer
til undersggelse. Det er sdledes kendt, at felgende reaktioner for-

styrres af askorbinsyre:

A, Reaktioner, hvor HZOZ og en hydrogendonator omszttes med peroxi=

dase (POD) forstyrres af reaktionen

Askorbinsyre + HZOZ Egge-dehydroaskorbinsyre + HZO

B. Reaktioner, hvor tetrazoliumsalte bliver reduceret med reduk-
tionsmidler til formasaner forstyrres af reaktionen,

Askorbinsyre + tetrazoliumsalt — formasan + dehydro=
askorbinsyre.

C. Reaktioner, hvor phenoler oxidativt kobles med nucleofile rea-
genser forstyrres ved, at askorbinsyre pd endnu ikke klarlagt made
forer til bireaktioner, s&ledes at der opstdr inhomogene koblings-
produkter, som med hensyn til absorptionsforhold i normalt og ultra-
violet lys afviger fra de p& normal mdde dannede koblingsprodukter.

Til fjernelse af askorbinsyren fra provematerialet er de smdvanlige
oxidationsmetoder i reglen uegnede. Oxidationsmidler angriber ogsa
substrater og enzymer og nedbryder dem. Deres reduktionsprodukter,
for det meste di- eller trivalente metalioner, hsmmer hyppigt enzy=
merne, som anvendes til indikatorreaktionen. Nedbrydningen af askor=
binsyre med oxygen krever kraftigt alkalisk milje, f.eks. 25% NaOH.
Dette forer ligeledes til nedbrydning af substrater og enzymer.

Formdlet med opfindelsen er derfor at tilvejebringe en fremgangsmiade
til bestemmelse af substrater eller enzymaktiviteter under anvendel-
se af en redox-reaktion som mdlereaktion, og som ikke lzngere for-

styrres af askorbinsyre.

Dette opnas ifslge opfindelsen ved, at askorbatoxidase sattes til

reaktionsmassen.

Askorbatoxidase katalyserer reaktionen:

Askorbinsyre + % O2 askorbatoxidase » dehydroaskorbinsyre + H,0
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Ifglge oplysningerne i litteraturen vedrerende askorbinsyreoxidase
var det forventet, at dette enzym ikke kunne anvendes til opfyldelse
af form&let ifslge opfindelsen. Alle hidtil udvundne enzymprepara-
ter producerer nemlig HZOZ i en bireaktion. Samtidig er askorbat=
oxidasen genstand for en meget hurtig inaktivering, som tilskrives
det samtidigt dannede HZOZ (Biochemical Copper Proceedings Symposium
Harriman, New York 1965, side 305-3%7). Dette gzlder ogsd for meget
rensede praeparater som i ultracentrifugen og ved elektroforesen

ikke lengere viser forureninger (Biochem. 4, 1362 - 1370 (1965)).
Reaktionsinaktiveringen fegres tilbage til H202—dannelsen (Biochem.
Biophys. Acta 56, 427 - 439 (1962)). Ifslge de sidste forfatteres
beregninger kan 1 U askorbatoxidase i 1 mmol/1 askorbinsyreoples-
ning producere 0,7 X 10_2 mmol/1 H202. S&danne askorbatkoncentra-
tioner findes hyppigt i preveoplesninger. Det dannede H202 er uden
videre til rddighed for enzymatiske reaktioner, hvor f.eks. katalase

blev pévist.

I systemet

hydrogendonator + Hy0, —20— farvestof + 2 Hp0

til fotometrisk p&visning af H,y0, bevirker det ved en moler eks-
tinktionskoefficient p& ca. 20 cmz/umol en ekstinktionsdifferens

p& 0,14. Da mdleomrddet for normale fotometriske reaktioner ligger
fra ca. 0,01 - 1,00, fremkaldes der her en fejl, som ikke kan accep-
teres. P& samme m&de forstyrres reaktioner, hvor der i stedet for
HZOZ anvendes organiske hydroperoxider og i stedet for POD anvendes
hemoglobin eller andre oxidationskatalysatorer.

Men bortset fra denne af H202 fremkaldte fejl var det ogsé fra det
sidste af de ovennmvnte litteratursteder kendt, at oms®tningen af
askorbinsyre allerede gik i std lang tid fer den fuldstendige fjer-

nelse heraf.

Serligt graverende mitte dette vere ved alle s&ddanne redox-reak=
tioner, hvor der dannes H,0,, da dette Hy,0, Jjo p& den ene side mét-
te accelerere enzyminaktiveringen og p& den anden side nydannelsen
af H'Z-,O2 via askorbatoxidasen selv ferer til fuldstendig uoverskue-
lige forhold. Det er derfor hejst overraskende, at det mod forvent-
ningerne er mulig fuldstendigt at fjerne de af tilstedeverende as-

korbat fremkaldte forstyrrelser ved hjelp af askorbatoxidasetilset-
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ningen, uden at der optrader andre forstyrrelser, som igen tilintet-

gor fordelen ved askorbatfjernelsen.

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen anvendes fortrinsvis ved enzyma=
tiske reaktioner, specielt sddanne, hvor der bliver dannet H202,
altsd ved reaktioner, som bliver katalyserede ved hjelp af oxidaser,
som glucoseoxidase, urikase, kolesterinoxidase og lignende, des-
uden ved reaktioner, ved hvilke tetrazoliumsalte bliver reducerede
og ved reaktioner, ved hvilke phenoler oxidativt bliver koblet med
nucleofile reagenser. Den tilsatte askorbatoxidasemzngde retter sig
efter storrelsen af askorbinsyremszngden, som forventes i preven.

I reglen anvendes 0,002 - 100 U-askorbatoxidase/ml, fortrinsvis
0,01 - 30 U/ml provemateriale. Reaktionens pH-verdi retter sig forst
og fremmest efter den pH-verdi, som krzves for den eller de andre
deltagende enzymer. pH-verdier mellem 4,0 og 8,5 viser sig derved
som egnede for fremgangsmiden ifglge opfindelsen. Inden for den
foreliggende opfindelses rammer foretrzkkes specielt anvendelsen

af en askorbatoxidase af Zucchini (Cucurbita pepo medullosa). Men
ogsé askorbatoxidase af anden oprindelse er egnet.

Opfindelsen angdr desuden et reagens til bestemmelse af substrater
eller enzymaktiviteter indeholdende et system til bestemmelse af

et substrat eller enzym med en redox-reaktion som mdlereaktion i nazrvarelse af as-
korbinsyre, kendetegnet ved, at .det indeholder askorbatoxidase.

Foretrukne reagenser af denne art indeholder, s&fremt glucose er
det substrat, der skal bestemmes, peroxidase, glucoseoxidase, o-di-
anisidin eller azino-di-~3-ethylbenzylthiazolinsulfonat (6) sammen
med puffer eller hexokinase, glucose-6-phosphatdehydrogenase, di=
aphorase, NADP, et tetrazoliumsalt som INT: 3-(4-jodphenyl)~2-(4~
nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazoliumchlorid og puffer. Ved urin=
syre som det substrat, der skal bestemmes, bestdr systemet fortrins-
vis af peroxidase, uricase, en phenol, som f.eks. 2,4-dichlorphenol,
aminoantipyrin og puffer. I tilfzldet med glutamatbestemmelse be~-
stadr systemet fortrinsvis af glutamatdehydrogenase, diaphorase,

NAD, INT og puffer. Til tyrosin foretrzkkes tyrosinase, 3-methyl-
6-kaliumsulfonylbenzthiazolonhydrazon (2), for pyrokatechinbestem-
melse diphenoloxidase, 3-methyl-6-kaliumsulfonylbenzthiazolonhydra=
zon (2), i hvert tilfelde sammen med puffer. Alle disse systemer
til bestemmelse af substrater kendes imidlertid. I stedet herfor

kan der imidlertid ogs& anvendes andre kendte systemer til bestem-




1443489

melse af substrater eller enzymer inden for rammerne af reagenset

ifelge opfindelsen.

Af serlig betydning er opfindelsen ogsé til anvendelse pd omrddet
hurtigdiagnostika. S8danne hurtigdiagnostika indeholder i reglen

de forskellige for fremgangsmidens gennemfgrelse nedvendige rea-
genser enten impregneret i en sugedygtig bmrer eller med et egnet
bindemiddel anbragt som overtrzk p& en berefolie. Den foretrukne
udferelsesform er herved tilsztningen af askorbatoxidase til blan-
dingen af de eovrige reagenser med efterfolgende imprsgnering pé en
sugedygtig berer. P& denne mdde fés f.eks. af askorbinsyre praktisk
taget ikke forstyrret testpapir til pavisning af glucose i urin
(f.eks. ifglge DOS 23 38 932) af blod i urin (f.eks. ifelge P

2l 60 903-8 eller DBP 22 35 152) og af blod i afferingen. At askor-
batoxidasen forbliver funktionsdygtig og lagringsstabil i testpa-
pir for blod i urin md anses for hejst overraskende. Disse testpa-
pir indeholder nemlig overskudsmengder af organiske hydroperoxider,
af hvilke man, ligesom af H,0, mitte forvente en inaktivering af as-

korbatoxidasen.

Askorbatoxidasen kan imidlertid ogs& anbringes pd en sarskilt berer,
som forenes med bzreren for de svrige reagenser, f.eks. legges oven
p&, klzbes sammen med eller pakkes sammen. Som bzrer for askorbat-
oxidase foretrmkkes i dette tilfszlde specielt et sdkaldt vandoplsse-
ligt papir (f.eks. ifelge DOS 24 36 598), som lader farvereaktionen
fremtrede serligt godt p& barepapiret for de andre reagenser. Denne
udforelsesform er serlig fordelagtig, ndr der i reagenskombinationen
findes stoffer, som er uforligelige med askorbatoxidase, f.eks.
sterkt sure reagenser som de, der anvendes ved fremgangsmdderne til
bestemmelse af urobilinogen, bilirubin og nitrit.

Ved de ovennzvnte udfgrelsesformer anvendes der indtil 5000 U as=
korbatoxidase pr. ml impregneringsoplesning, fortrinsvis indtil
2000 U/ml impregneringsoplesning,til reagensfremstillingen. Mindre
end 1 U/ml vil i almindelighed ikke sikre den tilstrabte virkning.

Desuden kan ogsd adskilte bzrematerialezoner imprzgneres med askor=
batoxidase eller de andre testreagenser. I dette tilfelde bringes
bereren hensigtsmessig sdledes i berering med oplesningen, der skal

underssges, at oplesningen ferst kommer i bergring med den askor=
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batoxidaseholdige zone, og herfra suges ind i zonen, som indeholder

de gvrige testreagenser.

Ifglge en yderligere udferelsesform bindes askorbatoxidasen ifglge

de kendte metoder for enzymfiksering pd uopleselige bmrere til
bazrematerialet. Egnede metoder kendes fra de tyske offentliggerelses-
skrifter 17 68 512, 21 28 743, 22 60 185, 22 60 184, 24 26 988,

26 03 158 og 19 15 970.

Foretrukne metoder for fremgangsmiden ifglge opfindelsen er glu=
cosebestemmelsen med peroxidase og glucoseoxidase og o-dianisider
eller 2,2'-azino-di-3-ethylbenzthiazolinsulfonat- (6) (ABIS), glu=
cosebestemmelsen ifslge hexokinase/glucose-6-phosphatdehydrogenase=
metoden, pavisningen af urinsyre ved hjelp af phenol, aminoantipyrin,
peroxidase og uricase, bestemmelsen af thyrosin eller pyrokatechin
ved hjelp af SMBTH (4-methyl-6-kaliumsulfonylbenzthiazolonhydrazon
(2) og thyrosinase eller diphenoloxidase.

De folgende eksempler belyser opfindelsen yderligere.

Eksempel 1.

Bestemmelse af glucose med o-dianisidin, peroxidase (POD) og glu=
coseoxidase (GOD), mdlt i fotometer, bglgelaengde 432 nm, mile-
temperatur: 259¢.

Kuvette nr. 1 2 3 4 5

Phosphatpuffer
pH 7,01 M 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

o-dianisidin .
5 mg/ml 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

POD, 180 U/ml 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

Glucoseoplgsning
1 mg/ml 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03

Askorbinsyreop-
lgsning 10 mM - 0,1 0,01 0,1 0,01
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Kuvette nr. 1 2 3 4 5
Vand 0,12 0,02 0,11 - 0,09
Askorbat-oxidase
500 U/ml - - - 0,02 0,02

inkubation i 1 minut ved 25°C, El aflmsning, derpd start med

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

inkubation i 30 minutter ved 25°C, E, afl®sning, AE beregnet
af Ey-E;

AE 0,541 0,010 0,316 0,540 0,543

Kuvette 1 repr@senterer en uforstyrret mdling (ingen askorbinsyre).

Kuvette 2 og 3 viser, at 1 henholdsvis 0,1 umol askorbat praktisk taget
fuldstendig henholdsvis med 41,5% hammer testen; kuvette 4 og

5 viser den fuldstsndige eliminering af disse askorbatkoncentra-
tioner ved tilsmtning af 10 U askorbatoxidase i hvert tilfelde.

Eksempel 2.

Padvisning af glucose med 2,2'-azino-di-[ 3-ethylbenzthiazolinsulfo=
nat(6)] (ABTS), POD og GOD i fotometer, bglgelmngde: 432 nm, male-
temperatur: 25°C.
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Kuvette nr. 1 2 3 4 5
Phosphatpuffer

PH 5,6 0,1 M 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75
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
Glucoseoplgsning

0,1 mg/ml 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Askorbinsyreop-

lgsning 1 mM - 0,1 0,01 0,1 0,01
Vand 0,12 0,02 0,11 - 0,09
Askorbatoxidase

500 U/ml - - - 0,02 0,02

inkubation i 1 minut ved 25°C, E; aflmsning, start med

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

inkubation i 30 minutter ved 25°C, Ez—aflasning, beregning
af AE af E2—El

AE 0,505 0,000 0,40 0,502 0,504

Kuvette 1 svarer til en uforstyrret miling (intet askorbat). Ku-
vette 2 og 3 viser, at 0,1 henholdsvis 0,0l ymol askorbat fuld-
stendigt eller med 21% hammer testen.

Kuvette 4 og 5 viser den fuldstendige eliminering af disse askor-
batkoncentrationer ved hjelp af 10 U askorbatoxidase i hvert til-
felde.

Eksempel 3.

Pavisning af urinsyre ved hjelp af phenol, aminoantipyrin, POD og
uricase p& analyseautomater (AutoAnalyzer).

Forsggsprincip

Urinsyre + O, + HZO uricase, allantoin + H,0,

2 H,0, + 2,4-dichlorphenol + 4-aminoantipyrin EOD, guinoid farvestof

272
+ 2 H20
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Fremstilling af oplgsninger.

1 Askorbatoxidasereagens
I 600 m1 bidestilleret vand opleses indholdet af en kolbe 1. Til-

setning af 0,3 ml Brij®-3s. (Brij®-35 = polyethylenglycollauryl=

ether). Holdbar i 4 uger i en mgrk kolbe ved ca. 4°¢c og i 1 uge ved
o

ca. 257C.

2 Uricasereagens
T 800 ml bidestilleret vand opleses indholdet af en kolbe 2. Til-

setning af 2,0 ml BrijGLBS. (BrifEL35 pUlyethylenglycollauryl~
ether). I mgrk kolbe holdbar i 4 uger ved ca. 4 °c og 1 1 uge ved
ca. 25°C.

Koncentrationer af oplgsninger.

1 50 mM phosphatpuffer, pH 5,6
askorbatoxidase sterre end eller lig med i den mzngde, som frem-
gdr af tegningens fig. 2.

2 31 mM tris/citronsyre, pH 8,9
uricase steorre end eller lig med 0,08 U/ml
POD storre end eller lig med 0,015 U/ml
3,0 mM 2,4-dichlorphenol, 4,0 mM 4-aminoantipyrin.

Til bestemmelsens gennemferelse sammenstilles automatens slangesy-
stem ifolge det i fig. 1 viste skema. Fig. 1 vedrgrer anvendelsen
af analyseautomaten og viser tilfgrslen af stofferne til automaten.

I fig. 2 findes en grafisk afbildning af forsegsresultaterne.

Eksempel 4.

Pavisning af glucose med HK/G6P-DH, NADP, INT og diaforase i foto-
meteret. Malebglgelangde: 492 nm, inkubationstemperatur: 25 °c.
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Kuvette nr. 1 2 3
Phosphatpuffer, pH 7,5 0,1 M 1,7 1,7 1,7
NADP/INT pr. 1 mg/ml 0,1 0,1 0,1
Diaforase 5 U/ml 0,1 0,1 0,1
Glucoseoplgsning 0,05 mg/ml 0,1 0,1 0,1
Askorbatoplesning 10 mM - 0,01 0,01
Askorbat-oxidase 35 U/ml - - 0,03
Vand 0,04 0,03 -

inkubation i 3 minutter ved 2500, El—aflasning, start med

HK/G6P-DH-oplesning pr. 56 U/ml 0,05 0,05 0,05

inkubation i 15 minutter, Ez—aflasning, beregning af AE af EZ'El
AE 0,234 0,307 0,230

Kuvette 1 svarer til en uforstyrret méling.

Kuvette 2 viser, at 0,01 ymol askorbat lader testen forlgbe omkring
34% for h¢jt, kuvette 3 viser, at 1 U askorbatoxidase fuldstendig

eliminerer denne forstyrrelse.

Eksempel 5.

Bestemmelse af glutamat ved hjelp af GLDH, NAD/INT/diaforase i
fotometeret. Malebglgelengde 492 nm, temperatur 25°C.

Kuvette nr. 1 2 3 4 5
Phosphatpuffer
pH 5,6, 0,01 mM 1,30 1,20 1,29 1,18 1,27
Glutamatoplesning

0,2 mg/ml 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Askorbatoplgsning

5 mM - 0,1 0,01 0,1 0,01
Askorbat-oxidase

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

inkubation i 3 minutter ved 25°C, derpd pipettering i de enkelte
kuvetter
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Kuvette nr. 1 2 3 4 5

0,2 M triethanolamin, 0,05 M
kaliumphosphatpuffer, pH 8,6
med 1,5% "Triton®-X-100"
(=alkylaryl-polyethylen=
glygoié%]heg?y Y. 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
NAD-oplesning,

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

10 U/ml 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
G1DH 1000 U/ml 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

El—aflwsning, reaktion start med

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

inkubation i 15 minutter ved 25°C, Ez—aflasning, beregning af
AE af Es-Eq

AE 0,184 1,560 0,380 0,186 0,182

Kuvette 1 svarer til en uforstyrret méling.

Kuvette 2 og 3 viser, at 0,5 henholdsvis 0,05 ymol askorbat lader
testen udvise omkring 7003 henholdsvis omkring 100% for hejt
Kuvette 4 og 5 viser den fuldstendige eliminering af denne forstyr-
relse ved hjelp af 2 U askorbat-oxidase.

Eksempel 6.

Bestemmelse af tyrosin med 3-methyl-6-kaliumsulfonyl-benzthiazolon=
hydrazon-(2) (SMBTH) og tyrosinase i fotometeret, mdlebglgelangde
492 nm, md3letemperatur 25°¢.

Kuvette nr. 1 2 3

Phosphatpuffer, pH 5,2, 0,25 M 2,77 2,77 2,77

SMBTH 0,1 M 0,05 0,05 0,05
Askorbinsyreoplesning 10 mM - 0,1 0,1
Vand 0,12 0,02 -

Askorbat-oxidase 500 U/ml - - 0,02
Tyrosinase 60 U/ml 0,05 0,05 0,05

inkubation i 1 minut ved 25%%, El-aflmsning, start med
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Kuvette nr. 1 2 3
Tyrosin 2 mM 0,05 0,05 0,05
inkubation i 1 time ved 25°C, Ez—aflasning, beregning af
AE af EZ—ElV
AE . 1,113 0,728 1,100

Kuvette 1 svarer til en uforstyrret mdling. I kuvette 2 saznker
1 ymol askorbat den teoretiske verdi omkring 35%, i kuvette 3 er
denne pdvirkning fuldstendig elimineret ved hjelp af 10 U askorbat-

oxidase.

Eksempel 7.

Bestemmelse af pyrokatechin med SMBTH og diphenol-oxidase

Kuvette nr. 1 2 3
Phosphatpuffer, 0,25 M 2,80 2,70 2,68
PH 5,2
SMBTH 0,1 0,05 0,05 0,05
pyrokatechin 0,5 M 0,10 0,10 0,10
Askorbatoplesning 20 mM - 0,1 0,1
Askorbat-oxidase 500 U/ml - - 0,02

Inkubation i 1 minut ved 25°C, E;-aflesning, start med

Diphenol-oxidase 200 U/ml 0,05 0,05 0,05

Inkubation i 17 minutter ved 25°C, EZ—aflasning, beregning af
AE af E,-Eq

AE , 0,890 0,485 0,89

Kuvette 1 svarer til en uforstyrret mdling.

I kuvette 2 smnker 2 pmol askorbat den teoretiske verdi omkring
L47%, denne indvirkning er fuldst®ndigt elimineret i kuvette 3
ved hjslp af 10 U askorbat-oxidase.

Eksempel 8.

Testpapir til pavisning af glucose i urin.
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Filtrerpapir gennemvades med en oplesning af felgende sammenset-

ning og terres ved 50°C::

1,2 m citratpuffer pH 5 50,0 ml
9~ (y-dimethylaminopropyl)-6-chlor-3-amino=
carbazol-dihydrochlorid 0,75 g
Glucoseoxidase (104 U/mg) 0,25 g
Peroxidase (63 U/mg) 0,05 g
Askorbatoxidase (100 U/mg) 1,00 g
Vand 100,0 ml.

Testpapiret reagerer med glucoseholdig urin med redorange til sort-
rode farvetoner. Efter en reaktionstid p& 2 minutter giver urin med
ens glucoseindhold med askorbinsyreindhold pd indtil 150 mg/dl prak-
tisk taget ens reaktionsfarver.:

Med testpapir af analog sammensetning, men uden askorbatoxidase,
er reaktionsfarverne, alt efter glucoseindhold, ved askorbinsyre-
koncentrationer fra 50 mg/dl afsvakket eller fuldstazndig undertrykt.

Eksempel 9.

Testpapir til pévisning af blod i urin.

Filterpapir imprzgneres efter hinanden med felgende oplgsninger
og terres ved 40°¢c.

1,2 m citratpuffer pH 5,25 35,0 ml
Ethylendiamintetraeddikesyre,

dinatriumsalt 0,1 g
Dioctylnatriumsulfosuccinat 0,5 g
2,5-dimethylhexan-2,5-dihydroperoxid

(ca. 70%'ig) 1,6 g
Phosphorsyretrimorpholid 12,7 g
Askorbatoxidase (100 U/mg) - 0,3 g
Methanol 30,0 ml

Vand til 100,0 ml
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Oplgsning 2

3,3', 5,5'-tetramethylbenzidin 0,3 g

Phenanthridin : 0,2 g
Toluen/petroleumsether (30:70) til 100,0 ml

Med dette testpapir kan nsrverelsen af 5 erythrocyter/mm3 i urin-
stof ogsd pdvises i nmrvarelse af 30 -~ 50 mg askorbinsyre/100 ml.
Med et testpapir af samme sammensztning, men uden askorbatoxidase
mislykkedes denne pavisning allerede i nzrverelse af fra 10 - 20

mg askorbinsyre/100 ml.

Eksempel 10.

Vandopleseligt papir af carboxymethylcellulose (fladevagt 60 g/mz)
gennemvedes med en oplegsning af 20% iseddike i methanol til neutra-
lisation og terres. Derpd sprejtes med en vandig oplesning af askor=
batoxidase (103 U/ml) og terres straks.

Testpapir B anbringes pa testpapir A, og begge fastholdes sammen
mellem en polyesterfolie og et nylonnet. Urinet, der skal under-
seges, dryppes pd de sdledes fremstillede prevestrimler.

Der blev opndet tilsvarende resultater som angivet i eksempel 9.

Eksempel 11.

Testpapir til pavisning af blod 1 affering.

Filterpapir impregneres efter hinanden med feglgende oplssninger og

torres ved 40°c.
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Oplgsning 1

1,2 m citratpuffer, pH 5,25
Askorbatoxidase 100 U/mg
Vand

Guajakharpiks
Toluen

144949

10 ml
0,3 g
til 100,0 ml

58
til 100,00 ml

Oplesningen filtreres, og kun filtratet anvendes til impregneringen.

Der fi&s et testpapir, sombestryges med affering. S&fremt der pd bag-
siden dryppes en 3%'ig vandig oplesning af hydrogenperoxid, fés en
blafarvning, ndr afferingen indeholder ca. 2% blod. Denne farvning
optreder ogsd ved askorbinsyreholdig affering (ca. 15 mg/100 g),

medens den i dette tilfmlde udebliver ved et testpapir uden askor-

batoxidase.

EksemEel 12

M&ling af enzymaktivitet ved hj=zlp af askorbat-oxidase (AAQ)

P&visning af POD ved hjzlp af ABTS i fotometer, bglgelangde 432 nm,

miletemperatur 25%.
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Kuvette nr.

1 2 3 4 5

Phosphat-puffer

pH 5,6 0,1 mol/1 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75
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
Askorbat 1 mmol/1l - 0,1 0,01 0,1 0,01
H,0 0,12 ~ 0,02 0,11 - 0,09
AAOQ 500 U/ml - - - 0,02 0,02

Inkubation ved 1 min. ved.25°C, starter derpd med

H202 10 mmol/1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

A E/min. bestemmes derpi.

Kuvette 1 viser en uforstyrret mdling, som straks efter starten
viser en A E/min. p& ca. 0,052. I kuvette 2 forstyrrer askorbat
siledes, at der i lgbet af 30 min. overhovedet ikke vises noget
signal. Den ringere askorbatmzngde i kuvette 3 undertrykker i 2
min. fuldstandigt reaktionen, som yderligere i 2 min. viser en
fast fase fgr opnéelse af maksimal reaktionshastighed. I kuvette

4 og i kuvette 5 fjernes disse forstyrrelser fuldstandigt ved til-

satning af AAO.

Patentkrayv

1. Fremgangsmide til bestemmelse af substrater eller enzymaktivi-
teter under anvendelse af en redox-reaktion som malereaktion i nar-—
verelse af askorbinsyre, k e nde tegnet vedat der arbej-

des i narvarelse af askorbatoxidase.

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k end e tegnet ved, at der

anvendes 0,002-100 U askorbatoxidase/ml testpraparat.

3. Fremgangsmidde ifglge krav 1-2, k ende tegnet ved,

at den gennemfgres ved pH-vardier mellem 4,0 og 8,5.
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4. Fremgangsmi&de ifglge ethvert af de foregéende krav, k e n d e~

tegnet ved, at der anvendes en askorbatoxidase af Zucchini

(Cucurbita pepo medullosa).

5. Reagens til udgvelse af fremgangsmdden ifglge krav 1, inde-
holdende et system til bestemmelse af et substrat eller enzym med
en redox-reaktion som mdlereaktion i narvaerelse af askorbinsyre,
kendetegnetved, at det indeholder askorbatoxidase.

6. Reagens ifglge krav 5, k end e tegne t wved, at askorbat=

oxidasen foreligger impragneret p& et vandoplgseligt bladformet ba-
remateriale, systemet til bestemmelse af et substrat foreligger im-
pragneret pd et i vand uoplgseligt bladformet sugedygtigt baremate-
riale, og at det vandoplgselige og det i vand ikke oplgselige bare-

materiale er kombineret til et laminat.

7. Reagens ifglge krav 5 til pdvisning af blod i affgring, k e n-
detegnetved, at det bestar af med askorbatoxidase, gquajak-
harpiks og puffer impragneret papir samt adskilt herfra en hydrogen=

peroxidoplgsning.

Fremdragne publikationers:
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