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(54) Enzymové &inidlo pro: stanoveni glukosy oxidaéni kopulaci obsahujici
glukosaoxidasu, peroxidasu a 4-aminoantipyrin

Engymové ¥inidlo obsahuje kromé& obou
uvedenych enzymd a 4~aminoentipyrinu
polyvinylpyrrelidon v mneZstvi 0,05 aZ
2 g a kyselinu pentahydroxyxapronovou ve
formé soli v mnoZfstvi 0,2 a% 5 g, vzteZe-
no na 1 000 pkat glukogaoxidasy. Enzymové
%inidlo se pFipravi bud homogenizaci jeho
sloZek v pevném stavu nebo lyofilizac{
vodného roztoku ebsehujficiho uvedend sloiky.
Enzymové ¥inidlo Je pfi teplotd +8 C
stélé nejméné jeden rok s je kompatibiln{
s enalytickfm systémem pro stanoveni glu-
kosy v séru, plasm&, moli nebo celé krvi,
a to bud pf{mo, nebo po jejich de-
proteinaci.

251145



251145 2

Prcdmdtem vyndlezu je enzymové &inidlo pro stanoveni glukosy oxidadni kopulac{ obsa-
hujfcf glukosaoxidesu, peroxidesu & 4-sminoantipyrin.

Stanoveni glukosy je 3iroce vyuZivédno v potravind¥stvi, biochemii, huménnim i vete-
rindrnim lékd¥stvi, PoZadavku specifity Vyhovuji nejlépe enzymové metody zekon¥ené foto-~
metrickym stenovenim chinoniminového bervive vzniklého oxids&ni kopulaci mezi fenolem
a arometickym aminem.

Glukosa se obvykle stanovuje spPaZenfmi enzymovymi reakcemi s enzymy glukesaoxidasou
a peroxidasou Glukosaoxidasa katalysuje oxidaci glukosy kyslfkem 28 vzniku peroxidu ve-
diku kyseliny glukonové. Peroxidesa katalysuje oxida¥n{ kopulaci peroxidem vediku mezi
fenoly = sromatickymi aminy. Na rozdil od metod vyuZivajfcich chromogeny, které lze p¥f-
mo oxidovat na barevné produkty, napPiklad o-dienisidin, o-tolidin a daldi, Je vy¥e uve-
deny postup citliv&j3i a Je pfitom znednd potlalena interference vlivem redukujfcich
ldtek pritomnych ve vzorku, Jjeko jseu kyseliny askorbovd, gentisovd a modovd.

Jako pP¥iklad oxidadni kopulace p¥i enzymovém stanoveni glukosy lze uvést metodu dle
Trindera (P, Trinder: Ann. Clin. Biochem. 6, 24, 1969) vyuZivajici oba uvedend enzymy,
4-aminoantipyrin a fenol. Obvykly postup stenoveni je tekovy, %Ze se pFipravi roztok pufru
obsahujici fenol a dédle roztok se ob&ma enzymy a 4-aminoantipyrinem, které se pres pouZi-
tim smichajl a reakce se nastartuje vzorkem. Kompletni glukosevé Zinidlo ebsahujfci vie-
chny potfebné sloZky je nestdlé. Vlivem svdtla e nskterych stopevych ne¥istot z pou%itych
chemikélii se i v chladu rychle rozklddd, naristéd absorbance slepého pokusu, & po n&ko-
lika dnech je obvykle ji% pro stanoveni glukosy nepouZitelné.,

Podobn& je nestdly i semotny roztok obeu enzymd glukosaoxidasy a peroxidasy se 4-
-aminoentipyrinem, nebof v roztoku postupnd klesd katelytickd koncentrace enzym} & 4-
-aminosntipyrin se oxiduje na entipyrinovou Zerven. Proto jsou entymové sloiky &inidla
pro stanoveni glukosy oxida&ni kopulecf pPipravovény vidy odd&len& a v pevném stavu. Ani
pevnd smds obou enzymd se 4-aminoantipyrinem neni stdld. Proto Je ngktef{ vyrobei pfipra-
vuji napriklad taek, Ze fixujl enzymy jejich imobilizaci na pevnd nasdkavé podloZce, a
to odd¥lend od 4-asminoantipyrinu. ’

Kompletni glukosové &inidlo se pifipravuje jejich vylouZenim v pufru aZ pied vliastni
analysou. Jiny zpisob spodivd v piipravé enzymové smdsi v pevném stavu spolu se stabili-
zdtory, které sle mis{ byt kempatibilni jek s ostatnimi sloZkami glukosového &inidla,
tak, i s biologickym materidlem & nesm¥j{ interferovat pfi vlastnim stenoveni glukosy.
Pokud se pevné sm&si enzymd se 4-smineantipyrinem pfiprevujf lyefilizaci, je nutné hledat
i vhodné lyofiliza&ni médium o vy¥de uvedenych vlastnostech.

Pro stabilizaci enzym} se nejdastdji pouZivd albumin, ktery Je sou¥asn¥ i lyefilised-
nim médiem., Jak Jsme zjistili, pfitomnost elbuminu v kompletnim glukosovém &inidle zneZné
snifuje stdlost v¥sledného zberveni chinoniminového barviva, jehoZ absorbance klesd, Vy-
sv&tlen{ mi%e byt pravddpodobnd oxidace albuminu ketelysovend peroxidaesou (A. Gemant:
Moleculer Biology Report 3, 283 - 287, 1977). Podobnd jsou nekompatibilni i delsfi vyseko-
molekuldrni l4tky pouZivané obeen& pro stabilizaci enzymid Jake jsou nap¥ikled dextran,
polyvinylelkohol a pelyethylenglykol, které ve spojeni s kompletnim glukosovym ¥inidlem
nebo s bielogickym vzorkem vyvoldvej{ v reakini sm¥si zdkel.

Je zPejméd, Ze stabilizace enzymd glukossoxidasa a peroxidasa se 4-aminoantipyrinem
nen! jednoduchou zdleZitosti a vyiasduje specifické Fedeni zerudujfcf, krom& dobré stabi-
lity enzymového pPipravku, i jeho kompatibilitu s ostatnimi slefkemi reak®ni sm&si p¥i
enalytickém stanoveni glukosy.

K odstrandni uvedenych nedostatkd sméfuje enzymové ¥inidlo pro stanoveni glukesy
oxida¥n{ kopulac{ obsshujici glukossoxidasu, perexidasu a 4-aminoantipyrin, vyznaZené tim,
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%e na 1 000 nkat glukesaoxidesy obsehuje 0,05 8% 2 polyvinylpyrrelidonu o molekulové
hmotnosti 10 000 a% 160 000 g/mol a 0,2 8% 5 g kyseliny 1,2,3,4,5-pentahydroxykeoronové,
s vfhodou ve form& sodné, draselné nebe védpenaté soli. Enzymové &inidlo 1lze pfipravit
tak, Z%e se v3echny Jjeho uvedené sloZky homogenizuji v pevném stavu nebo se pfipravi
Jejich roztok, ktery se ihned zmrezi a voda se odstrani lyofilizaci.

Polyvinylpyrrelidon mé v enzymovém &inidle podle vyndlezu synergicky, dvoj{ d¥inek,
nebof stabilizuje jeho sloky a je soulasnd i lyofiliza¥nim médiem. Jeho specifickou
vfhodou je, Ze je zcela kompatibilni s ostatnimi sloZkami kompletniho glukosového &inidla
i s biologickym vzorkem. Ve spojeni s rdznymi typy biologickych tekutin jako Jsou sérum,
plasma, med nebe cdld krev po deproteinaci, nwgvyvoldvd zdkal v reskdni sm&si pro vlastni
anelyse glukesy. Vliv kyseliny 1,2,3,4,5~pentahydroxykapronové, spodivd zBejmd v mechanis-
mu zp&tné regulace & projevuje se vys8{ stdlesti glukosesexidgsy v rozteku kompletniho
glukosovéhe &inidla,

Enzymové Zinidle podle vyndlezu pFfipravené vy%e uvedenym postupem je p¥i uchovédvédni
pt*i teplotd +8 9% stdlé nejménd jeden rok. Jak bylo s piekvapenim zji¥t¥ne, md vy33f stéd-
lest i kompletn{ rmztok glukosovéhe &inidla pripraveny rozpustdnim enzymového &inidle
podle vyndlezu v roztoku pufru s fenolem. Kompletni reztok glukosovéhe &inidla takto pii-
pravenéhe Je v chladu stdly a% dve m&sice, p¥i teplotd mistnesti a# 15 dnd.

Ne rozd{l ed postupd, vyuZivajicich ke stabilizaci obou uvedenych enzyml se 4-amine-
antipyrinem jejich edddlenou imebilisaci ne nasdkavém nosi¥i, coZ vyZeduje specidlni strojnf
zatizenl, 1lze enzymové ¥inidlo podle vyndlezu vyrdb&t pfimo, bez odd&lovéni jeho sloZek a
na bd¥ném strojnim zafizeni. K objasn3ni pfedmdtu vyndlezu jsou uvedeny ndsledujfci pri-
kledy.

P¥{klady provedeni
P¥{klad 1

PPipravi se 200 ml vodného roztoku obsshujciciho 5 g 4~aminoantipyrinu, 400 pkat
peroxidasy, 5 000 pkat glukeossoxidasy, 10 g polyvinylpyrrolidenu o molekulové hmotnosti
10 000 g/mol a 25 g draselné soli kyseliny 1,2,3,4,5~-pentahydroxykapronové. Roztok se
ihned zmrezi a lyofilizuje se.

PF{iklad 2

P¥ipravi se pevnd homogenni smés obsehujici | g 4-eminoantipyrinu, 100 mkat peroxi-
dasy, 1 000 Fkat glukosaoxidasy, 50 mg polyvinylpyyrolidonu o molekuiové hmotnesti
160 000 g/mol a 200 mg sodné soli kyseliny 1,2,3,4,%-pentahydroxykapronové.

PREDMET VYINALEZU

Enzymové &inidlo pro stasnoveni glukosy oxidedni kopulaci obsahujfci glukosaoxidasu,
peroxidasu a 4-aminoantipyrin vyzna¥ené tim, Ze na 1 000 pkat glukossoxidasy obsahuje
0,05 a% 2 g polyvinylpyrrolidonu o molekulové hmotnosti 10 000 a% 160 000 g/mel a 0,2
8% 5 g kyseliny 1,2,3,4,5-pentahydroxykapronové, s vyhodou ve form# sodné, dreselné nebo
vépenaté soli.
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