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UPRAVENA METODA NA STANOVENIE AKTIVITY ENZYMOV

D. PRISTAVKA, V. KRCMERY
Katedra analytickej chémie Slovenskej vysokej Skoly technickej v Bratislave

Podrobna znalost enzymatickych procesov u mikroorganizmov mé velky
vyznam pre postdenie virulencie a najmi patogenity niektorych baktérii.
Preto §tadium aktivity rozliénych enzymov u mikroorganizmov sa v posled-
nych rokoch stalo predmetom §irokého zdujmu mikrobiolégov a biochemikov.
Z dovodov rieSenia a zvlddnutia tejto problematiky sa v odbore enzymatickej
biochémie hladaja nové presnejsie analytické metddy, ktoré by vyhoveli si-
¢asnej snahe po adekvatnom vystihnutia pochopeni Zivotnych dejov jednotli-
vych typov mikrébov.

Predmetom sktimania sa stala najmi uredza, ktoru sa podarilo ako prvy
enzym pripravit v krystalickom stave v mimobunkovej forme (Sumner 1929).

Preparaty uredzy sa pripravuj zo ZivodiSnych organov a z rastlinnych se-
mien, najmi zo séjovych bobov a uz dlhsi ¢as sa pouzivajia v biochémii napr.
pri klinickych vySetrovaniach a stanoveniach urey v modéi a v krvi.

Prilaboratérnom vysetrovani baktérii sa predovSetkym stanovuje uredzova
aktivita, aby sa zistilo, ¢&i je v nich tento enzym pritomny, a aby sa objasnil
charakter ich dusikového metabolizmu. V niektorych pripadoch sa aktivita
uredzy stanovuje aj z dévodov diferencidcie jednotlivych skupin mikrébov
v ramei toho istého druhu. Poslednt problematiku §tudovali a aktivitu uredzy
u brucel stanovovali F. Niziiansky a V. Kréméry [5], pracovnici Statneho
vedeckého veterindrneho tstavu v Bratislave.

Pri §tadiu a stanoveni uredzovej aktivity u brucel sa narazilo na znac¢né
tazkosti, lebo pri presksani publikovanych metéd sa pridlo na to, ze tieto me-
t6dy boli vypracované zvicsa za icelom stanovenia titra rozliénych preparatov
uredzy pouzivanych prevazne pri spomenutych klinickych vySetrovaniach.
Stanovenie uredzovej aktivity u mikroorganizmov tymito metédami nie je
spolahlivé, lebo v tomto pripade ide o velmi malé mnozstvd enzymu, pri
akych sa reakcia podla zdkona tdinku méas velmi spomaluje.

Stanovenie uredzovej aktivity dosial zndmymi metédami je zaloZené na
schopnosti uredzy rozkladat mocéovinu, ktord sa v bunke hromadi ako produkt
bielkovinového metabolizmu, priom primarne vznikd karbamat aménny,
ktory sa dalej Stiepi na amoniak a uhli¢itan aménny. Celkovy amoniak sa
potom po pridani silného lahu vydestiluje a stanovi titraéne alebo kolorime-
tricky. Exaktné stanovenie amoniaku vytvoreného uredzou sa vsak kompli-
kuje tym, Ze modovina, ktora je v reakénom prostredi vo velkom nadbytku,
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v silne alkalickom prostredi sa za tepla rozklad4 za vzniku biuretu a amoniaku.
Vzhladom na to, Ze nie vietok stanoveny amoniak je vysledkom é¢innosti mikro-
organizmov, tieto metédy neposkytuja spolahlivé vysledky. Slepy pokus ne-
mozno v tomto pripade pouzit na korigovanie vysledkov, lebo st tu celkom
iné podmienky, nez aké st v reakénom prostredi.

Z vyskusanych metéd najlepsie sa nam osved¢ila titraéna metéda, ktora vy-
pracovali van Slyke a Archibald [2] a ktort pre brucely modifikovali
Warnerova a Sandersova [1]. Tato metdda poskytuje porovnivatelné
vysledky, ak sa presne dodrzia pracovné podmienky. AvSak aj mald odchylka
od pracovného postupu ndpadne skresluje vysledky, lebo rozklad modoviny
silnym ldhom vel'mi zavisi od koncentréacie pouZitého lihu a od doby jeho p6-
sobenia na mocovinu.

Z dalsich metéd sme vyskasali metédu K. Slavika a J. Smetanu [3],
ktord poskytuje spravne vysledky za nepritomnosti mo¢oviny. V opaénom pri-
pade amoniak vzniké aj u¢inkom nasyteného uhli¢itanu na mocovinu, ktory sa
pouziva na vytlacanie amoniaku. Metdéda je spojend aj s tazkostou technického
razu, ktora zalezi v odpadavani sklenej vaty z tyéinky, na ktoru sa zachytava
unikajtci amoniak.

Rinehartovu metédu [4], priktorej sa amoniak vytlidca alkalickym lihom,
mo#no bezpeéne pouzif len za nepritomnosti mocoviny.

Vysktsali sme aj jednoducht alkali-acidimetricki metdédu, ktord vsak ne-
zachytava vSetok amoniak.

Po vysetreni vSetkych okolnosti, ktoré nepriaznivo ovplyviiuja stanovenie
amoniaku, pokusili sme sa vypracovat novi metddu, ktora by sa aj pre tieto
pripady dala bezpeéne pouzit a pritom by bola ¢o najmene]j zatazend experi-
mentdlnymi chybami. Islo ndm najmé o to, aby sme zabranili rozkladu moco-
viny a buarlivému varu reakénej zmesi podas destilovania amoniaku. Obidva
problémy sa nam podarilo vyriesit tym, Ze sme na vytla¢enie amoniaku z amén-
nych soli pouzili hydroxyd kademnaty.

Biologicku ¢ast pokusov pri sktsani novej metédy sme nemenili a objekty
sme si pripravovali podla osvedéeného navodu, ktory dalej v kratkosti opisu-
jeme aj s ndvodom na stanovenie amoniaku.

Pracovny postup

Nao8kovany kmeri brucel po preskusani na S-formu trypaflavinovym testom sa 48 ho-
din inkubuje na Sikmom agare. Potom sa porast spldchne 5 ml tryptézového roztoku
(0,05 9, tryptozopepton Difco, 0,5 % NaCl) a hustota suspenzie sa Standardizuje na Lan-
geho fotomstri na 50 %, svetelnu transmisiu. Z bunkovej suspenzie sa 1 ml odpipetuje
do 100 ml Erlenmeyerovej banky, v ktorej je 5 ml 3,6 %, mocoviny vo fosfadtovom tlmi-
vom roztoku o pH 6,8 a 0,5 ml 10 %, vajeéného albuminu. Albumin sa priddva na ochranu
enzymu vodi Siastodnej inaktivacii v pritomnosti znadnej koncentrécie urey a stoép iénov
ta¥kych kovov. Takto pripravené reakénd zmes sa 30 mintt inkubuje vo vodnom kupeli
pri teplote 20 °C. Potom sa obsah banky kvantitativne preleje do destila¢nej banky, v kto-
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Vysledky merania uredzovej aktivity metédou Sanders-Warnerovou

kmeri ¢. (;” 8823&25%14 slepy pokus | Cistdspotreba

1 3,55 1,50 2,05

2 2,45 1,50 0,95

3 2,10 1,50 0,60

4 2,50 1,40 0,90

5 1,75 1,40 0,35

6 6,70 1,40 5,30

7 6,80 1,10 5,70

8 3,30 1,10 2,20

9 3,70 2,90 0,80

10 6,0 2,90 3,10

1 11 5,30 2,90 2,40

Vysledlkky merania uredzovej

aktivity nasou metédou

spotreba ml-

kmen €. 0,02 5-H,S0, slepy pokus | &istd spotreba
1 2,45 0,35 2,10
2 0,90 0,20 0,70
3 0,80 0,35 0,45
4 1,25 0,20 1,05
5 0,50 0,20 0,30
6 5,90 0,20 5,70
7 6,05 0,35 5,70
8 2,40 0,35 2,05
9 1,05 0,20 0,85
10 3,25 0,20 3,05
11 2,45 0,20 2,25

Vysledky pri stanoveni amoniaku naSou
novou metédou v§tandardnych roztokoch

NH,

Standard zistené
0,486 mg

0,494 mg

0,5 mg 0,504 mg
0,509 mg

0,75 mg 0,748 mg
1,0 mg 1,102 mg
Lo { 1,061 mg
0 me 0,944 mg
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rej sa predtym uvedie do véru 10 ml ca 5 9, hydroxydu kademnatého a 20 ml destilo-
vanej vody. Destilaéné banka sa okamZite zapoji cez chladié na predlohu, v ktorej je 10
ml 0,02 N-H,S0,. Destiluje sa presne 5 minut a nespotrebovand kyselina sa titruje 0,02
~N-KOH na metyléerveri.

Sacasne s kazdou skuskou sme robili aj slepy pokus, priom spotreba 0,02 5 kyseliny
sirovej bola maximélne 0,35 ml. Pri ostatnych metédach sa na slepy pokus spotrebovalo
minimélne 1,1 ml uvedenej kyseliny a pri malom odchyleni od pracovného postupu spo-
treba rapidne stupala a dosahovala aZ 3 ml. Pri stanoveni amoniaku v §tandardnom roz-
toku vysledky nevybodovali z hranic pozorovacich chyb.

Potrebny hydroxyd kademnaty sme pripravovali z octanu kademnatého zrdZanim
hydroxydom draselnym a dokonalym premytim zrazeniny horticou vodou. Hydroxyd
kademnaty je dostatoéne silnou zésadou na vytladenie amoniaku a podas kratkeho desti-
lovania amoniaku modovinu neatakuje. Rozklad modoviny nastéva aZ po devitmintto-
vom vareni. PouZivanie hydroxydu kademnatého mé aj ta vyhodu, ¥e pridévany albu-
min sa ihned vyvlodkuje, var je pokojny a roztok podas destilovania nepeni. Presni kon-
centraciu pouZivanej emulzie moZno stanovit spitnou titrdciou na metyléerven alebo
potenciometricky za pouZitia antiménovej a kalomelovej elektrédy.

Sthrn

Amoniak sa za pritomnosti mocoviny vytla¢i z aménnych soli hydroxydom
kademnatym a unikajtci amoniak sa chytd do predlohy s 0,02 N-H,SO,. Ne-
spotrebovana kyselina sa titruje spit 0,02 N-KOH na metyléerveii. Hydroxyd
kademnaty, ktory sa pouziva veca 5 9%, emulzii, vytlaéi amoniak kvantitativne
a mocovinu podas destilovania amoniaku nerozklada. Rozklad mocoviny na-
stdva aZ po devatminutovom vare. Var podas destilovania amoniaku je po-
kojny, roztok nepeni a pridany albumin sa ihned vyvloékuje. Vysledky sle-
pych pokusov sa pohybuji pod hodnotou 0,35 ml 0,02 N-H,SO, a pri stanoveni
amoniaku v §tandardnych roztokoch vysledky nevyboéuji z hranic pozoro-
vacich chyb.

OTIPEJEJIEHUE AMMHWAKA B AMMOHHMEBDBIX COJISIX
B IMMPUCYTCTBMH MOYEBHMHDBI ITPY ITOMOIIH Cd(OH)=

H. TIPUCTABKA, B. KPUMEPH
Kacdenpa ananutueckoii xumuu CroBaukoil Beicuiell TexHHYecKoit WIKOJel B BpaTnciase

BriBogsl

AMMHZK B TPHCYTCTBHH MOYEBHHBI BBITECHSICTCSI THADOOKHCBIO KaAMHS H TOIVIOLIAeTCH
0,02 -HsSO4. IlpebGmiTounas kicaora ortHTpoBhiBaercss 0,02 N-KOH Ha MeTHJOBYIO Kpac-
0,02 -H2SO:. IlpeGeuiTounas Kucaora otTHTpoBhiBaetcsi 0,02 N-KOH Ha MeTHJIOBYIO Kpac-
Hy1o. [HIPOOKHChL KafMiis, KOTOpasi TpHmeunsietcss npHOa. Kak 5 % 3Mysbcus, BuiTecuser
anmHak Ge3 ocraTka, NPH YeM MOYeBHHA B TCUEHHII JeCTHJUISALHH He pasnaraercs. Paanoxe-
Hile MOYeBHHBI HACTYMaeT TOJNbKO MNocje 9 MMHYTOBOro KinsueHinsl. Kunsiuenwe, Bo BpeMs
NeCTHIAUME aMMMaKa, sIBlsieTCsl CHOKOHHBIM, PaCTBOP He MEHHTCS H MPHAAHHBIN aauOyMHH
celiyac e MosiBJIsieTCss B XJONbAX. Pe3ybTaThl XOJOCTHIX ONBITOB HaXOASTCS MOA 3HaUEHISIMIL
0,35 ma. 0,02 N-HpSO; a npu onpeleleHHH aMMHaKa B CTAHLAPTHBLIX PacTBOpax pe3yJsTa-
TLl He BBIXOJAAT H3 NpeneNoB OWHGOK HaGJIOLeHHS.

IToctynuao B pepakuuio 24. X. 1955 r.
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AMMONIAKBESTIMMUNG IN AMMONIUMSALZEN MITTELS
Cd(OH), IN GEGENWART VON HARNSTOFF

D. PRISTAVKA, V. KRCMERY

Lehrstuhl fiir analytische Chemie an der Slowakischen Technischen Hochschule in
Bratislava

Zusammenfassung

In Gegenwart von Harnstoff wird aus Ammoniumsalzen durch Kadmiumhydroxyd
Ammoniak verdringt. Dieses entweichende Ammoniak wird in einer Vorlage in 0,02
N-H,80, aufgefangen. Die nicht verbrauchte Siure wird mit 0,02 N-KOH gegen Methylrot
als Indikator zuricktitriert. Kadmiumhydroxyd, welches in etwa 5 9, Emulsion ange-
wendet wird, verdringt Ammoniak quantitativ und der Harnstoff zersetzt sich withrend
der Dastillation des Ammoniaks nicht. Eine Zersetzung des Harnstoffs tritt erst nach
einem neunminutigen Kochen ein. Das Sieden wihrend der Ammoniakdestillation ver-
lauft ruhig, die Lésung schiumt nicht und das zugesetzte Albumin flockt sofort aus.
Die Ergebnisse von Blindversuchen bewegen sich unterhalb des Wertes 0,35 ml 0,02
N-H,S804 und bei der Ammoniakbestimmung in Standardlésungen tiberschreiten die
Ergebnisse nicht die Grenzen der beobachteten Fehler.

In die Redalktion eingelangt den 24. X. 1955
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