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Potenciometrické stanoveni aktivity glukézooxidazy
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Méieni aktivity glukozooxiddzy ve shodé s obec-
nymi zdsadami stanoveni aktivity enzymu je zalo-
eno na méfeni rychlosti Gbytku substratu nebo
rychlosti tvorby produktii. V pfipadé glukozooxi-
dazy se miZe jednat o méFeni dbytku gluk6zy nebo
kysliku a pfFirGstku kyseliny glukonové nebo per-
oxidu vodiku. Nejznamgjsi, nejstarsi a mejvice po-
uZivanou je metoda mé&Feni spotfeby kysliku v sys-
tému gluko6zooxiddza-gluk6za-0; Warburgovou me-
todou [1]. Méné& pouZivané a pfesné jsou metody
meétici zmény obsahu glukézy, kyseliny glukonové
a peroxidu vodiku.

Viechny tyto metody maji nékteré nedostatky.
Aby byly zmé&ny koncentrace dobre méfitelné, ma
reakce probihat pomérné dlouho, napf. v pfipadé
manometrické metody 10 aZ 30 minut. V nasi la-
boratofi byla stanovena doba 20 minut pro ziskéani
objektivnich vysledkdi. Ani tato podminka neodpo-
vida zdkladnimu poZadavku definice mezindrodni
jednotky [2], kterd poZaduje méfeni na pocatku
reakce, protoZe vztah mezi mnoZstvim zreagovanych
slofek a Casem je linedrni pouze v této oblasti.
Pokud neni moZno stanovit podate¢ni rychlost, je
malo presné a problematické prevadét uzanéni jed-
notky stanovené n&kterou z uvedenych metod na
jednotky mezinarodni. Dal$im nedostatkem nékte-
rych metod, zejména pFi méfeni aktivity surovych
prepardti a pFi prodlouZené dobé reakce, je sou-
tasné pusobeni nékterych daldich enzymii. Tyto en-
zymy mohou metabolizovat substraty nebo produk-
ty reakce katalyzované gluk6zooxidazou a ovliv-
Hovat tak reakéni rovnovahy a rychlosti. Napfiklad
kataldza, kterd je b&Znym doprovodnym enzymem
glukézooxidazy ziskané pfi fermentaci A. niger,
miiZe podstatné zkreslit vysledek metod zaloZenych
na méreni abytku kysliku, nebo pfirtistku peroxidu
vodiku.

V roce 1964 navrhli Pardue, Simon a Malmstadt
[3] aplikaci potenciometrické metody pro stanoveni
absolutni aktivity glukézooxidazy. Metoda je zalo-
Yena na méfeni rychlosti tvorby peroxidu vodiku
pri specifické katalyze oxidace 8-D-glukozy Kkysli-
kem

GOD

CsH1206 + 02 + H:20 Z CsH1207 + H:02 (1)

Vznikajici peroxid vodiku okamZité oxiduje v sys-
tému pritomny jodid na jod za pritomnosti Mo(VI)

2H* + 2] + H:0: = J» + 2H.0 (2)

547.455.623
543.257

Koncentrace jodu se méfi ze zmény Ems koncen-
traéniho &lanku, jehoZ jedna elektroda je ponofena
do reakéni smési a druhd elektroda do roztoku jodu
znamé koncentrace. OkamZity rozdil Ems je Gmér-
ny logaritmu okamZitého podilu koncentraci podle
Nernstova zakona

Ca
E=kln

g (3)
Rychlost zmény Ems, a tedy i A(]2) je pfimo Gmeér-
né aktivité gluk6zooxidazy

AEms Al

= aktivita =
At At

(4)

Potenciometrickd metoda ma né&kolik vyhod. Nej-
vétsi praktickou vyhodou je moZnost zdznamu zme-
ny potencionalniho rozdilu koncentra¢niho ¢lanku
na registracnim pfistroji. P¥i optimalnich podmin-
kach byvad zména o 3 az 5 mV za 20 aZ 100 s, a
proto lze aktivitu méFit velmi blizko pocatku re-
akce. Zéakladni vyhodou je, Ze na méFeni aktivity
glukozooxiddzy nema vliv kataldza, protoZe reakéni
rychlost reakce (2) je mnohem v&tSi neZ rychlost
rozkladu peroxidu vodiku katalyzovaného katalazou

katalaza
—> 2H,0; + O: (5)

2H,02 + 02 ¢ —

Pardue, Simon a Malmstadt [3] zjistili, Ze zZadné
z ¢inidel pritomnych v reakcni smési nemda vliv
na aktivitu gluk6zooxiddzy, a proto se touto me-
todou meFi absolutni jednotky aktivity.

Metoda je neobyCejn& vhodna pro studie kinetiky
gluk6zooxiddzy ; moZno uvaZovat o aplikaci pro jeji
rychlost a pracovni nenaroénost pro kontrolu vy-
roby.

Vzhledem k uvedenym prednostem potenciomet-
rické metody jsme se pokusili o jeji zavedeni a
aplikaci do podminek nasi laboratofe.

V porovnani s origindlni metodou jsme zménili
nékteré ¢asti postupu a zafizeni:

1. Originalni nddobka je kadinka s plastém z jed-
noho kusu s vloZenym teplomérem, michadlem,
elektrodou a banitkou na reakéni smeés. Celé zafi-
zeni jsme zjednodusili a zmensili (obr. 1). Toto pro-
vedeni nevyZaduje naroCnou sklafskou préaci. Elek-
trody tvofi Pt — pliSek 0,5 X 1 cm.

2. V origindlni metodé se pouZiva pfesny regis-
tratni potenciometr ,,null point Sargeant, model Q
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concentration comparator® s rozsahem 0 aZ 20 mV.
Pro naSe tcely jsme aplikovali elektronkovy kom-
penzacni liniovy zapisova¢ EZ 2 (Labora). Elektro-
dy se zapoji ma kablik vstupu. Aby Ems koncen-
tratniho ¢lanku byla v rozsahu stupnice tohoto pfi-
stroje, bylo nutno zménit sloZeni srovnavaciho roz-
toku jodu. EZ 2 méa rozsah stupnice 0 aZ 5 mV,
a proto lze sledovat pfesné zmény Ems o0 2 aZ 4 mV.
(Origindlni metoda pFedepisuje mérit Cast potfebny
ke zméné napéti koncentraéniho ¢ladnku 5 mV.)

rll|[]l|'|l|llllllllb”lm

Cbr. 1. Sestava reakCnich nddobek s elektrodami

1 — temperacni plast, 2 — gumova zatka tempe-
racniho plasté, 3 — odvod temperacni kapaliny,
4 — privod tempera¢ni kapaliny, 5 — néadobka
na srovnavaci roztok, 6 — novodurovd =zatka,
7 — nadobka na reakCni smés, 8§ — vodivy spoj
— azbestové vlgkno, 9 — Pt elektrody, 10 — mi-
chadlo reak¢ni nadobky, 11 — magnetické mi-
chadlo nadobky na srovnéavaci roztok.

3. PFi pokusech o aplikaci originalni metody pro
EZ 2 jsme zjistili, Ze znaény vyznam méa sloZeni
srovnavaciho roztoku a jeho iontova sila. Na naSem
zapisova€i jsme nemohli nalézt nulovou polohu
s origindlnimi roztoky. Teprve kdyZ jsme zménili
koncentraci jodidu a jodu, podafilo se ndm Ems
koncentracniho Clanku zménit tak, Ze jsme mohli
nulovou polohu zachytit. SloZeni roztokli jsme dédle
upravili tak, aby vSechny potfebné pracovni roz-
toky se pfipravovaly Fedénim jednoho zdkladniho
faktorovaného roztoku jodu. D&le jsme upravili a
zjednodusili kalibraci p¥istroje.

PouZita aparatura, chemikalie a roztoky

g
a) temperovand sestava reakénich nddobek s e-
lektrodami podle obr. 1,
b) registracni pristroj — elektronkovy kompen-
zacni liniovy zapisovac EZ-2,
c) chemikadlie
octan sodny bezv. p. a. Lachema,

ledova kyselina octovd pro polovodice Lache-
ma,

gluko6za apyrogenni Spofa,

jod resublimovany nejCistSi Lachema,
molybdenan amonny kryst. p. a. Lachema,

d) roztoky
1. pufr: 0,25 M acetdtovy pH 5,05
A) 20,5 bezvodého octanu sodného na
11
B) 14,4 ml ledové kyseliny octové na
11

Pufr se pfFipravi smisenim 200 ml A + 100
ml B a pH se upravi zfedénou kyselinou oc-
tovou mebo hydroxidem sodnym na 5,05.
Uchovava se v lednici.

2. roztok jodidu
4 g KJ se doplni na 100 ml. Pripravuje se
nejlépe kazdy den.

3. roztok glukozy
22,5 g glukozy a 0,0925 g (NHa)sM07024 . 4H20
se rozpusti ve 125 ml pufru a doplni vodou
na 250 ml. Uchovava se v lednici.

4. roztok jodu — zakladni
0,05 g jodu se smisi s 35 g KJ a doplni se
na 1 1. Molarita se stanovi titraci sirnata-
nem. (Koncentrace jodu C,.) Byva okolo
200 uM. Uchovava se v temnu, dobfe uza-
vien.

5. srovnéavaci roztok jodu
Pripravuje se kaZdy den zFedénim zaklad-
niho roztoku jédu 1:1. Koncentrace byva
okolo 100 uM.

6. pracovni roztoky jodu
A — 25 ml zdkladniho roztoku jodu se do-
plni na 100 ml (okolo 50 uM) koncentrace

- ol
jodu C, = i
B — smisi se zdkladni roztok jodu, roztok
glukézy a jodidu 1:1:1 (koncentrace jodu
Cy
€= ]
B 3 )

7. smés glukozy a jodidu
Pfipravuje se kaZdy den novad smisenim
roztoku glukozy a jodidu 1 : 1.

Pracovni postup -

— Do vné&jsi nddobky se malije srovnavaci roztok
jédu, zapne se michadlo a spustl ultratermostat
(30,0 °CJ;
— do temperované lazné se vloZi k vytemperovani
pracovni roztoky jodu, smés glukozy a K] a zfe-
dény vzorek;

a) kalibrace pristroje (posun papiru 20 mm/min,
rozsah 50X )
— do vnitfni nddobky se napipetuje 4 ml smési
gluk6za + jodid a 2 ml prac. roztoku A (koncen-

C.
trace jodu C; = ? ], pusti se michadlo;

— zapne s2 registraéni pristroj a rucicka se na-
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stavi asi do levé prvni Ctvrtiny stupnice a zazna-

menava se napéti, aZ se podstatné neméni;

— do vnitfni nadobky se napipetuji dale 2 ml pra-

covniho roztoku B a vytka se do ustdleni rucicky.

Odette se rozdil napéti v dilcich stupnice (kon-
s 6C: + 2Cp

centrace jodu C; = % TR 3

b) stanoveni aktivity (posun papiru 180 mm/min)
— do vnitfni prazdné vvplachnuté nadobky se na-
pipetuji 4 ml smési a 2 ml roztoku enzymu (0,05 az
0,1 U/ml) — oba vytemperované predem. Knofiik
pro plynulé pfestaveni nulové polohy se da na do-
raz doprava, knoflikem pro pfepinani nulové polohy
skokem se vyhledd takova poloha, aby pfi spravném
z¥ed&ni glukozooxidazy zafala rucicka zapisovat po
1 aZ% 3 minutach.

Z grafu se odedte Cas ve vtefinach, za ktery
nastala stejnd zména nap&ti jako pri kalibraci
(At). Pristroj se vypne a nadobka se vyplachne
dvéma davkami vody.

Trvani

Jedno stanoveni trva bez kalibrace 3 az 5 minut,
kalibrace (1krat denné) 3 aZ 5 minut.

Piesnost

Spolehlivost metody jsme zkouSeli opakovanou
kalibraci a opakovanou analyzou jednoho vzorku.
Spolehlivost metody se pohybuje mezi 2,5 aZ 3,9 %.
Z hlediska spolehlivosti je tfeba v&novat pozornost
pipetovani malych objema.

Presnost metody nemohla byt stanovena, protoZe
nemame k dispozici Cistou gluk6ézooxidazu.

rot. 16/1970 — Gislo 2
Vypocet
m.z.60 c,.3.60 c
A= RS i ctaitod WS L G B
At At.16 At

kde A — w-moly peroxidu vodiku (jodu, Kkysliku],
vytvorené (spotfebované) enzymem obsa-
Zenym v 1 ml vzorku za 1 min p¥i 30 °C
a pH 5,1,

m — zmé&na koncentrace jédu v yM, zplsobe-
na c¢&innosti glukozooxidazy (= rozdil
koncentraci p¥i kalibraci) . m = Cz — Cu;
Ca
po dosazeni C1» = — _ ;
el
6C1+ 2Cyq C,
C — T L C — L C S
i 8 A 4
CZ CZ
aCy = dostaneme m = —__
- 2 2 16
60 — prevod na minuty,
7 — ztedéni vzorku v nadobce (3krat],
At — tas ve vtefindch, potfebny ke zméneé
koncentrace m,
€, — koncentrace jodu v zakladnim roztoku
v yM.
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