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“verfahren zur elektrochemischen Bestimmung von Lactat,

Pyruvat und der Aktivitat von Alaninaminotransferase"

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein elektrochemisches Verfahren zur
_Bestimmung der”Konzantrationén von Lactat und Pyruvat sowie
- der Aktivitat Von'Alaninamindtransferase (ALT). Das Verfahren
ist zur Léqtat- und Pyruvatmessung in der Lebensmittel-xuhd
mikrobiologischen Industrie sowie zur Messung dieser Substan-
zen und der Aktivitadt von ALT in physiologischen Fliussigkei-
,tén; also in der klinischen Labordiagnostik, geéignet.

Charakteristik der bekannten technischen Lﬁsungen _
Zur Bestimmung von Lactat und Pyruvat sowie der‘Aktivitﬁg von
~ALT wurden in der/Literatur eine Reihe von Biosensoren be-
schrieben, die auf der Koppluhg von immobilisierten Biokata-
lysatoren mit Indikatorelektroden beruhen, |
'Zur‘Lactatbestimﬁung wurden in solchen Sensoren Lactatdshy=-
-drogenase (LDH) (C. Co Liu und A, K.'Chen, Process Biochem,
_ Sept./Oct, 1982, 12; W. J. Blaedel und R. A. Jenkins, Anal,
Chem, 48 (1976) 1240), Cytochrom b, (DE-0S 22 43 962), Lactat-
monooxygenase (J. G. Schindler und M. v. Gulich, Fresenius Z,
Anal. Chem, 308 (1981) 434) oder Lactatoxidase (I. Karube

et al., Anal. Chim, Acta 119 (1980) 271) angewendet. Dabei
wurde das entsprechende Enzym jeweils mit einer amperometri-
schen oder potentiometrischen’Indikatorelektrode kombiniert,
Im Durchschnitt liegt die untere'Besiimmungsgrenze bei diesen
' Enzymelektroden bei 5 - 10’5‘mol/1;‘Die.maximal erraichte
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?—Empfindlichkeit ist durch eine untere Bestimmungsgranza von }ff
10"5 mol/l gekennzeichnet.b. LR L ﬂ'
,'jIn'Biosensoren zur Pyruvatbestimwung wurden Pyruvatoxidase
:"(F. Mizutani et als, Anal, Chim. Acta (18 (1980) 65), . Bakte~

.s'frlen (Co Lo Di Paolantonio und G. A, Rechnitz, Anal. Chimo-«i

Acta 148 (1982) 1). Loy und Glutamatdehydrogenase (P.. Daviea f'
und K. Mosbach, Biochim. Biophys. Acta 370 (1974) 329) oder

h Maiskorngewebe (S. Kuriyama et ale, Jo Membr. Sci. 12 (1983)

269) eingesetzt, Bei diesen Sensoren liegt die ‘untere Beatimwf
- ‘mungsgrenze bei einer Pyruvatkonzentration von 10 wd mol/l.; -
. Die genannte Pyruvatoxidasaelektrode wurde auch zur Bestim~$77

v:‘mung der ALT-AktivitSt eingesetzt. Dabei wird die Empfind~ : RS
.l:chkeit der Aktivitétsbest;mmung direkt von der Empfindlich,i ,  o

keit des. Sanaors far Pyruvat bestimmt. f»l“ E T R _—
‘Dis oben genannten Lactatelektroden sind aufgrund dea Charaka,'

ters der ablaufanden Enzymreaktionen nicht zur Pyruvatnessung‘” “

1'; geeignat. Andererseits sind, aus demselben Grund, die genann-v, 

ten Pyruvatsensoren nur zur Pyruvatn, nicht aber zur Lactat-_'
- bestimmung anwendbar. ' ' S E

, Ziel der Erfindqu : AR SR
Zial der. Erfindung ist es. eine wesentlxche Erhbhung dar'
Empfindlichkeit der Lactat-, Pyruvat- und ALTuMessung und,‘
‘_als Konsequenz, alne wesentliche Verringerung der notwendigen
‘Probenvolumina zu' erreichen. Weiterhin soll mit ein und dem~a,
selben Verfahren soWohl die Messung von Lactat als auch von i‘
Pyruvat und ALT ermoglicht warden..,; R ' '

:Darlegung des Wesena der Erf:ndung S o SRR
-~ Aufgabe der Erflndung ist es. mit einem bioalektrochemischenU

'Varfahren auf der Grundlage einer akzeptoranzeiganden Elek-.;; '- C

trode mit immobilisierten Enzymen zur Bestimmung von Lactat,f
. Pyruvat und der ALT«Aktivitét die Nachteile des. Standes der
'Technik. wie die geringe Nachwe;seupfindlichkeit. zu Verbes~, o
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 sern. Die erflndungsgemése Losung der Aufgabe besteht in

‘einem Verfahren auf der Grundlaga einer Enzymelektrode, dieil'f:”
auf der Oberfléche des elektronenleltenden Teiles Cytochram f S

2
- Seite dieser Enzymschzcht ist gegebenenfalls ‘eine weitere

Enzymschlcht. die- entweder. Pyruvatoxldase oder Lactatmonoony]’f

_ 'genasa enthalt. angeordnet..3.~ ' S o B

- Die Erfindung soll im weiteren noch néher erléutert werden,
'fDie Kopplung der Reaktlonen von Cytochrom b und LDH ergibt
' ein signal, das von" der Konzentration von - Lactat oder Pyruvat,

b, und LDH fixiert aufwexst. Auf der elektrodenabgewandten j*l""“

in einer Weise abhéngt. die es ermogllcht, sahr kleine Mengenh 
f,dleser Substanzen zu. bestlmmen. Zum. Nachweis dieses Signals‘ S
. wird eine Cytochrom b ‘und’ LDH enthaltende schicht auf der

~Oberflache einer akzeptoranze:genden Elektrode angeordnet.<7‘a 

‘Die Enzymelektrode taucht in eine gepufferte MeBlosung. diejf~
einen e -~Akzeptor (A) der Cytochrom b -Reaktion (z. B.VFerrin"

[fcyanld, Thionin) und NADH enthélt. Die Elektrode 1st 80 pola-“

risiert, daB sie- den reduziertan Akzeptor (AH ) anzaigt. Bei-

' ‘Zugabe von Lactat zur MeBlosung wird dieses durch Cytochrom
b, zu Pyruvat dehydriart-r'v < Lo

,4'.Lacta_t cA—> _waét;f}mé .

Dss antatahands Fyruvat wird in dor Lob-Resktion
vPYruvat‘+‘NADH +'H;y;;_+§ a.Laéta:W;ENADfLJ“ﬂ o

wieder zu Lactat reduziert,-welches wi;derum durch CQtochrém. o
b, dehydriert wird. Durch dieee kontinuierlich ablaufende Re= ‘-

_zyklislerung des Lactats entsteht AH2 in einer Konzantration.i'
-die um ein vzelfaches groBer ist, als die des ursprunglich

"vorliegenden Lactats., Dementaprechend erhalt man fir eine ge-"l

rlnge Lactatmenge bereits ein relativ hohes Elektrodensignal.” '
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g Wird anstelle von’ Lactat Pyruvat zugegeban, sc léuft konti-'.‘_
3',nuierlich derselbe Reaktionszyklus ab, baginnt Jedoch mit derf"'v
 LDH-Reaktion, SN | Lk -
‘ _f'2ur Bestimmung von ALT anthélt die MeBlosung neben A und NADH
- _noch Alanin und e&-Ketoglutarat. wird ALT zu dieser Ldsung .
| 7’gegeben. s0 erfolgt eine Transaminierung, bei der Pyruvat
'1_entst9ht-“ R e ‘ o

| 'v}_A}ghin +f,AeKéfog1utafat”f—fé§  APyruvat‘Jfélhféﬂét-

R

'."‘Die Bmldungsgeschwindigkezt des Pyruvats wxrd durch das er-
:;;,findungsgemase Verfahren bestimmt._Das Elektrodeﬁsignal ist
| ‘von der Aktivitat der ALT abhénglg. A )
"Enthalt die Probe. daren Lactatgehalt zu bestimman lst.>l

" Pyruvat, so wird vor der’Enzymschicht mit Cytochrom b und :
“LDH eine Schicht. die. Pyruvatoxidase enthﬁlt. angeordnet. Das;.,'
 in diese Schicht gelangende Pyruvat wird entaprechend-

. ',"

oxidlert und kann somit nicht in die Cytochrom b -LDH~Schichtﬁ-n‘

elndrxngen. Damit wird’ eina Verfalschung der Lactatnessung '

~durch Eintreten des Pyruvats in den Reaktionezyklus verhin-' ;
dert, In gle;cher Weise erd eine Verfalschung der Pyruvat-'t 
"‘und ALT-Bestimmung durch in der Probe vorhandenes Lactat '

'(1nsbesondere bei Blutproben) verhindert, indem vor der

"”Cytochrom b -LDH~Schicht eina Schicht mit Lactatmonooxygenase"}

aufgebracht wird. o . . . ;s .
Die Vorzuge der. Erfindung 1m Vergleich mit existierenden Vera

" ‘fahren sind ihre auBerordantlich bohe Empfindlichkeit (untere,-

 'Best1mmungsgrenze fur Lactat und Pyruvat 5 ¢ 10 mol/l) und L
die Moglichkeit,mit nur einem Verfahren sowohl Lactat ale j~5”

'»°U¢h Pvruvat und ALT bastimmen zu- kﬁnnen.f17:' L



. 10 mm

: usfuhrungsbaisgiele 4 S
Dise Erfindung soll nachstehend an 8 Ausfuhrungsbeispielen er-.'v, -
._léutert werdan- : ‘ o S : B

1, Beispiel : o
_15 Einheiten Cytochrom b und 10 Einheiten LDH warden auf ain";'_

groBes Stick Zellstoff gegeben. Dieser wird dann’ zwi-.”'w*‘
"schen 2 Dialysemembranen mittels eines O-Ringes auf einer

2

Platinalektrode flxiert, die, an einen Polarographen mit

 Schreiber angeschlossan. auf 40,25 V gegen Ag/AgCl (Elektro-
lyt 0,1 M KCl) polarisiert wird, Die Enzymelektrode ‘taucht in 

2 ml einer geruhrten, auf 25°C thermostatierten MeBlosung von'

0, 1mol/1 Phosphatpuffar, pH 6,0, mit.0, 1mmol/l EDTA. 0, 1mmol/1

MgSO4. 1 mmol/l Kallumferricyanid und i mmol/l NADH. Nachden 
sich ein konstanter Grundstrom eingestellt hat,, rfolgt ‘die -

| Zugabe von 2 /ul Lactatlosung deflnierter Konzantration. Da- “A1’_' 
‘durch tritt eine VergroBerung ‘des Stromsignals ein, Der Me&-zk[;‘,gi

wart ergibt sich als Differenz zwischen dem Grundstrom und

~dem Maximalwert des Stromsignals. Die. MeBlbsung wird ent-;i e

fernt, die Elektroden 2 mal mit MeBlosung gewaechen und wie-,_
derum MeBlosung vorgelegt. Auf diese Weise werden Lactat1b~ :%fﬁ

, sungen der Konzentrationen 1, 5. 10, 15. 20 mmol/l gemesaen
‘und die MeBwerte pls Eichkurve aufgetragen. Nun werden 2 ul
"*Blut zugegeban, dessen Lactatgehalt zu bestimmen ist, Mit. demf .
‘.MeBwert wxrd aus der Eichkurve dieser Gahalt abgalesen.iw,.,-VJ

: 2. Belspiel o . L I RARIETIE
Eine Enzymelektrode wird prapariert und taucht in eina MeBlo~ﬁ;;vv?’

sung wie in Baispiel 1.

 Die Elektrode wird an einen Polarographen mit Schrelber ange—  ﬁf
"schlossen. bel dem die Schaltstallung "darivativ" eingestelltﬁf N
wird, 10 ul einer Fermentationsprobe. deren Pyruvatgehalt zu.”:'

',‘bestlmmen ist, werden zugegeben. Der MeSwert ergibt sich als
Hohe des angezeigten Peaks. Aus einer unter glexchen Bed1n~v _'.'

_.gungen aufganommenen Eichkurve mit verschiedenen Pyruvat-‘;,5 




Standardlosungen kann die gesuchte Pyruvatkonzentration abga-
filesen werdenomv“'a R T e Ty
‘,;.3' Beispiel o : -

‘jr150 Einheiten Cytochrom b “und 100 Exnhelten LDH werden in

0,1 ml einer 5 %1gen Gelatinelosung gelost und auf einer

'fvl én® groBen Polyethylenunterlage aUsgestrlchen. 100 Einhei-"

- ten Pyruvatoxldase werden ebenso in 0,1 ml einer 5 %igen Ge-  .
:_'latinelosung gelost und auf 1 cm2 Polyethylenunterlage ‘gege~
" ben. Belde Praparata werden 12 'h bei 4° C getrocknet und von \
der Unterlage entfarnt. vOn den erhaltenen Mambranen werden _
Stucke von A x 4 mm abgeschnltten und dbereinanderliegend und
f,durch eine’ Dialysemembran voneinander getrennt zwischen 2 |
Dlalysemembranen vor einer Platinelektrode in der Weise fi—/

xiert, daB sich die Pyruvatoxidasemambran auf der elektroden~

af.abgewandten Seite befindet, Die Elektrode wzrd auf +0, 25V
gegen Ag/HgCl polarisiert und an einen Polarographen mit

Schrelber angeschlossen. Die MeBlosung ist wie in Beispiol 1;.r

Wie in Beispiel 1 wird eine Eichkurve sufgenommen. Nun ‘werden
2 /ul ‘einer pyruvatenthaltenden Fermentatmonsprobe, deren ,
Lactatgehalt zZu: bestlmmen ist, zugegeben. Der gesuchte Lac-*'
tatgehalt. erglbt sich aus dem Maxlmalwert “des Stromsignals
und der’ELchkgrve.-- ‘ : '

4, Baispiel : .
";Elne Cytochrom bz-LDH-Membran wird wie in Baisplel 3 herge-.;

_stellt. 30 Einheiten Lactatmonooxygenase werden in 0 05 ml

" einer 10 %igen Gelatinelésung gelost, auf einer 1 cm groBang ,

vUnterlage ausgestrichen und bei 4° c 12 h getrocknat. ‘Mit 4 x;-"

4 mm von belden Membranen wird: wze in Beisplel 3 eine Enzym-f
- elaktrode praparlert. Die Elektrode wird an ein Glukomatar o
GKM 02 angeschlossen und auf #0,25 V- polarisiert, 1 ml. einerﬂf
_MeBlosung wie in Beispiel 1 wird in die MeBzelle gegeben. |
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Eine Eichkurve fur dle ALTaAktivitat wird folgenderma&en auf4 .
genommen: je 100 /ul von Standardlosungen mit definierter ‘ P
ALT-Aktivitat (1 U, 5U, 10 U, 15 U, 20 U) werden mit 100 /ulf*'

0,1 mol/l Phosphatpuffer, pH 7,4, enthaltend O, 8 mol/l Alaninﬁ B
. und 18 mmocl/1 L mKetoglutarat versetzt, Nach 2 min werden

100 ,ul davon in die MeBzelle gegeben. Als MeBwert dient d1e
sich einstellende digitale Glukometaranzeige. Nach: Spulung
und Vorlage einer neuen MeBlosung erfolgt die Zugabe der v
" néchsten vorinkubierten Standardlésung. Aus den Aktivitéten o
‘und den MeBwerten wird die Eichkurve gebildet. - '
~ Nun werden 100 /ul einer Blutprobe, deren ALT-Aktiv:tét zu -
bestimmen ist, ebenso behandelt wie die ALT-Standardlosungen.
Aus -der Glukometeranzeige und der Elchkurve ergibt sich die
gesuchte Aktivitéat, S



 ,1gegebenenfalls vor der Enzymschicht eine Schicht angeordn '

f rfindungsansgruch A | o , ,
' Verfahren zur elektrochemxschen Bestlmmung von Lactat,

Pyruvat und der Aktivitat yon Alanxnaminotransfarase in deff_”]~-'””'”

l*:sung mittels ainar akzeptoranzeigenden Elektrode, gakennu?ﬂ‘l"”,
'zelchnet dadurch, daB die Elektrode mit einer Enzymschicht,\‘_
_in.der Cytochrom b und Lactatdehydrogenase aufgebracht sind,

. versehen ist, daf der MeBlésung NADH zugesetzt wird und daB«g[ j”f  o

i,iist dle Pyruvatoxidase oder Lactatmonooxygenase enthél;

)
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