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Die enzymatische Bestimmung von Glucose und Fructose nebeneinander

Von
F. H. ScemipT

Aus den medizinischen Forschungslaboratorien der Firma C, ¥. Boehringer & Soehne GmbH., Mannheim (Leiter: Prof. Dr. J. D. ACHELIS)

Die quantitative Bestimmung von Fructose wird
im allgemeinen mittels der Resorcin-Methode nach
Rok durchgefiihrt!. Hierbei fithrt die Anwesenheit
anderer Zucker, insbesondere Glucose, zu erheblichen
Stérungen. Die chromatographische Abtrennung der
Fructose ist zeitraubend und mit Verlusten verbun-
den. Glucose vor der Fructosebestimmung durch
Glucoseoxydase (GOD) zu Gluconsdure umzusetzen
und damit der Oxymethylfurfurol-Reaktion zu ent-
ziehen, ist mit Erfolg von Froscm u. Mitarb.? be-
schrieben worden. Fir die Bestimmung von Ribose in
biologischem Material hat sich das Verfahren der
Glucoseoxydation mittels GOD ebenfalls bewéihrt?.
Der Nachteil dieses Vorgehens besteht darin, daB im
Versuchsansatz nicht gleichzeitiz beide Hexosen
nebeneinander bestimmt werden koénmen, Dariiber
hinaus ist eine relativ lange Inkubationsdauer notig.
Auflerdem werden andere, die Resorcin-Reaktion
stérende Kohlenhydrate und Aminozucker nicht ent-
fernt.

Verfahren, Glucose und Fructose in einem Ver-
suchsansatz enzymatisch zu bestimmen, sind bislang
nicht durchgefithrt worden. Mit Hilfe der Enzyme
Hexokinase (HK)*, Phosphohexoseisomerase (PHI)*,
Glucose-6-Phosphatdehydrogenase (G-6-PDH)*, ist
es moglich, Glucose und Fructose nebeneinander im
optischen Test zu ermitteln.

Die Bestimmung erfolgt in der Weise, dafl nach
Zugabe von Hexokinase sowohl Glucose als auch
Fructose in Gegenwart von ATP phosphoryliers
werden.

HE

Glucose + Fructose - ATP rT——

Phosphat + Fructose-6-Phosphat + ADP

In Gegenwart von G-6-PDH und TPN lauft zu-
nichst die folgende Reaktion ab:

Glucose-6-Phosphat + TPN_—6-Phosphogluco-
nat - TPNH + H'.

TPNH ist in diesem System MefBgrofie. Durch
Zugabe von PHI wird in einem zweiten Knzym-
schritt die folgende Reaktion gestartet:

Fructose-6-Phosphat ~ -, Glucose-6-Phosphat.
Pum—

Im Gleichgewichtszustand liegt G-6-P zu 68%
und F-6-P zu 32% vor%. In Gegenwart von G-6-PDH
und TPN wird aber G-6-P kontinuierlich aus dem
Gleichgewicht entfernt, so dafl die Reaktion vollig in

Glucose-6-

* Als Kristallsuspensionen der Fa. C. F. Boehringer
& Soehne GmbH., Mannheim, im Handel.

Richtung G-6-P abliuft. Durch geeignete, zeitlich
hintereinander geschaltete Zugabe der einzelnen
Enzyme kann man im gleichen Versuchsansatz auch
G-6-P bestimmen. Fir die Erfassung von F.6-P
neben G-6-P startet man zundchst die Reaktion mit
G-6-PDH und TPN. Nach Stillstand der Reaktion
erfolgt Zugabe von PHI fiir die Bestimmung von
F-6-P. Da das die TPN-abhidngige Folgereaktion
6-Phosphogluconat —— Ribulose-5-Phosphat + CO,
katalysierende Enzym 6 - Phosphogluconatdehydro-
genage nur in kaum mefBbaren Aktivitdten in den ver-
wendeten Enzympraparationen vorhanden ist, werden
hierdurch keine zu hohen Werte an einzelnen Hexosen
bzw. Hexosephosphaten vorgetduscht, wie dies von
Proeroerer und GREIN® bei der Glucosebestimmung
mittels HK und G-6-PDH gefunden wurde.

Die Reaktion fir die Glucosebestimmung liuft
bei Konzentrationen bis 100y Glucose pro Ansatz
innerhalb von 1—4 min ab, bei Konzentrationen bis
100 y Fructose-Ansatz innerhalb von 8—22 min. Bei
geringerer Konzentration ist die Bestimmung beider
Hexosen innerhalb weniger Minuten durchzufithren.
Die von Fruxprr® u. Mitarb. bei der Glucosebestim-
mung benotigten Reaktionszeiten von tber 40 min
bei einer Glucose-Konzentration bis 20 y bzw. 120 min
bei 50 y/Ansatz sind bei den hohen Umsatzzahlen der
,»Boehringer'’-Enzympriparationen nicht erforderlich.
Die Einhaltung weiterer Kautelen wie N,-Begasung
und O,-AusschluB haben sich als iiberfliissig erwiesen.
Lediglich bei hohen Fructose-Konzentrationen (ab
25 y|Ansatz) stellt sich nach Ablauf der Glucose-
umsetzung eine konstante Extinktionszunahme ohne
PHI-Zugabe ein, die zu hohe Glucosewerte vortduschen
kann. Dieser Gang ist durch eine Aktivitdt von
< 0,6% PHI in der HK bedingt”.

Andere in der HK * vorhandene Enzymverunreini-
gungen stéren die Reaktion nicht. Dies gilt auch fir
Glutathionreduktase (Aktivitat < 0,56%), da in Gegen-
wart von Glotathion, ox. (5, 10 und 25y /Ansatz)
theoretische (lucose-Konzentrationen ermittelt wur-
den.

Mannose und Glucosamin werden durch HK eben-
falls phosphoryliert; die entsprechenden Phosphor-
sdureester storen aber den optischen Test nicht, da
insbesondere bei Mannose-6-Phosphat keine Isomeri-
sierung festgestellt werden konnte.

* Die spezifische Aktivitét betrigt in der Definition
nach Racxer® 140 Einheiten/mg Enzymprotein.
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Durch Extrapolation der Extinktionszunahme
werden sowohl richtige Glucose- als auch Fructose-
Werte gemessen. In Konzentrationen unter 254
Fructose im Ansatz ist der Fehler zu vernachlissigen.

Material

1. Entetweifungsiosung. Losung 1: 4,5 g Ba(OH), - 8H,0
in 100 ml Aqua bidest. Losung 2: 5%ige ZnSO, - TH,0.

2. Lisungen Fir den Phototest. TRA-Puffer py 7,6 0,05 m;
MgCOl,-Losung 0,1m (952,3mg in 100ml); ATP 8,5uMol
(51,4 mg in 1ml). Hexokinase {100y in 0,05 ml); G-6-PDH
2mg in 1mly; PHI (2mg in 1ml); TPN (Fmg in I ml).

Methode

0,1 ml Hexosen-Gemisch, Blut oder andere biologische
Flissigkeiten, werden in 0,2 ml Ldsung 2 gegeben, mit 0,2 ml
Losung 1 versetzt und anschlieBend mit 0,5 m! Aqua bidest.
auf das Volumen von 1 ml gebracht und zentrifugiert.

Der Reihe nach werden zusammengegeben: 3,1 ml TRA;
0,1 ml MgCl,-Losung; 0,1 ml ATP; 0,056 ml Hexokinase;
0,06 ml G-6-PDH; 0,5ml enteiweiite Flissigkeit; nach
Messung der Extinktion wird mit 0,1 ml TPN gestartet.

Messung mit Photometer Eppendorf, Filter Hg 366 nm.
Schichtdicke 20 mm.

Die Extinktionsdifferenz wird in Abstinden von 1 min
gemessen und nach Stillstand der Reaktion -— dies ist bei
Konzentrationen bis 100 y Glucose/Ansatz nach 14 min der
Fall — werden 0,05 ml PHI zugegeben und der erneut ab-
laufende Extinktionszuwachs gemessen,

In Gegenwart von 25y und mehr Fructose/Ansatz ver-
bleibt — bedingt durch die PHI-Begleitaktivitdt in HEK — ein
geringer Gangwert. In diesem Fall wird die durch den Gangwert
hervorgerufene Extinktionszunabhme auf ¢ = 0 extrapoliert
und der Extinktionsdifferenz nach PHI-Zugabe zugerechnet;
bei der Bestimmung der Glucosekonzentration wird dann der
auf #, reduzierte 4 E-Wert der Extinktionszunahme fiir die
Berechnung eingesetzt.

Berechnung
4-180 )
AE - EYI N AE - 109 =y Glucose bzw. Fructose/Ver-
suchsansatz.

Fiir die Bestimmung im Blut gilt 4E - 214,7 = mg-%
Glucose’ bzw. Fructose.

Der Faktor 214,7 ergibt sich aus der Verdiinnung und der
Enteiweilung des eingesetzten Blutvolumens. Blub enthilt
etwa 80% seines Gewichts an Flissigkeit; 1 ml Blut wiegt
1,06 g. Bei Einsatz von 0,1 ml Blut = 0,106 g ergibt die Ent-
eiweiflung 0,106 - 80/100 - 0,9 = 0,985 m] Extrakt. Davon
werden 0,5 ml fir den Test eingesetzt.

Ergebnisse

Aus Abb. 1 geht hervor, daB bei der Bestimmung
der Glucose strenge Proportionalitit zwischen 5 und
100 y/Versuchsansatz besteht. Die gleiche gute Pro-
portionalitét besteht auch bei Verwendung von Frue-
tose als Substrat (Abb. 2).

In Gegenwart von Konzentrationen bis 50y
Fructose/Ansatz sind MeBdauern bis 14 min ausrei-
chend. Dartiber hinausgehende Substratkonzentra-
tionen (bis 100 y/Ansatz) bendtigen MeBdauern bis
22 min; Glukosekonzentrationen bis 100 y/Ansatz sind
innerhalb von 4 min umgesetzt.

Der durch die PHI-Begleitaktivitit in der HK-
Préparation bedingte Gangwert ist abhéngig von der
Fructose-Konzentration im Versuchsansatz, wie dies
durch Abb. 3 demonstriert wird. Die auf #, extra-
polierten Extinktionsdifferenzen gestatten aber, auch
in Gegenwart sehr hoher Fructosekonzentrationen, die
richtige Glucosekonzentration zu ermitteln. Fiir die
Ermittlung der Fructose-Konzentration muf dieser
auf ¢, extrapolierte Gangwert der Extinktionsdifferenz
nach PHI-Zusatz zugeschlagen werden. Der Gangwert

betrégt bei 50 y/Ansatz etwa 0,02/min. Bei Fructose-
konzentrationen unter 25 y/Ansatz ist der Fehler zu
vernachléssigen.

Abb. 4 demonstriert die Kinetik einer kombinierten
Glucose- und Fructose-Bestimmung. Bei Verwendung
von Blut als Untersuchungsmaterial sind Stoérreak-
tionen nicht nachgewiesen worden.
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Abb. 1, Glucose-Eichkurve (Testzusammensetzung wie im Text beschrieben)
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Abb. 2. Fructose-Eichkurve (Testzusammensetzung wie im Text
beschrieben)

Tabelle 1. Glucose- und Fructosebestimmung in wifiriger Lisung
bei variierenden Konzentrationen

Eingesetzt Gefunden
Glucose (y) | Fructose () | Glucose (v) | Fructose (y)
10 0 9,8 0
25 0 25 0
25 2,5 25,1 2,9
25 25 26,1 23,4
25 50 26,1 48,6
25 100 26,4 93"
50 0 49,2 0
50 5 48,6 5,2
50 50 47 48,2
100 0 96 0
0 50 0 47.8
] 100 0 93,9

In Tabelle 1 sind die MeBergebnisse variierender
Glucose- und Fructose-Konzentrationen in wéBriger
Lésung dargelegt. Hierbei ergaben sich gut iiberein-
stimmende Recoveries.
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Bei der Bestimmung von Glucose neben Fructose
im Blut l&uft die Enzymreaktion ebenfalls innerhalb
weniger Minuten ab, zugesetzte Fructose wird unter
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AbDb. 3. XKinetik der Glucosebestimmung in Gegenwart von Fructose
(85 v Glucose/Ansatzneben 25, 50 und 100 yFructose/Ansatz) Testzusammen-
setzung wie im Text ohne PHI. 25y Fructose —; 50y Fructose - - - -;

100 y Fructose

Beachtung des Vorhergesagten exakt wiedergefunden
(Abb. 5).

In Tabelle 2 sind Blut-Recoveries sowohl von Glu-
cose als auch von Fructose aufgefithrt. Den Blut-
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Abb. 4. Kinetik der kombinierten Glucose- und Fructose-Bestimmung.
1. 25 v Glucose + 25 y Fructose; 2. 50 v Glucose + 50 y Fructose

proben zugesetzte Fructose bzw. Glucose war unter
Beriicksichtigung der bereits vorliegenden Konzentra-
tionen gut zuriickbestimmbar. Die nativ vorliegenden
Fructose-Konzentrationen sind bei Verwendung von
Kaninchenblut (niichtern) sehr gering und geben nach
Tsomerase-Zusatz nur sehr geringe Extinktionszunah-

Tabelle 2. Recovery-Versuche nach Zusatz wvon Glucose bz,
Fructose zu Kaninchenblut

Glucose (y/Ansatz) Fructose (v/Ansatz)
zugesetzt gefunden zugesebzh gefunden

0 38,2 0 1,1

50 87,2 0 1,1

25 63,2 25 25,0

50 49,1

men. Unsere Werte von 1-—3 mg- % sind in guter Uber-
einstimmung mit der Literatur.

Vergleiche mit der GOD/POD- und der Hexo-
kinase-Methode gaben gute Ubereinstimmung (Ta-

belle 3). Mit beiden Methoden ermittelte

Werte

liegen im Kaninchenblut etwa 2035 mg-% unter
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Abb. 5. Beispiel einer Fructose-Bestimmung im Blut in Gegenwart von
Glucose, nach Zugabe von Fructose; Endkonzentration 100 mg-%

Tabelle 3. Vergleich der Blutglucosespiegel bei werschiedenen
Tierspectes mit nach GOD[POD-Reaktion gefundenen Werten

Glucose (meg-%)
Hexokinase | GOD/POD
Ratte (niichtern) 65,4 63,0
62,0 60,0
Kaninchen (niichtern) 82 87
77 81
98 101
100 106
Mensch (ntchtern) 76 81
72 81
82 87
84 84
80 81

Hagedorn-Jensen-Werten. Die Ubereinstimmung der
beiden enzymatischen Verfahren gibt einen guten Hin-
weis fir die Richtigkeit der durch GOD/POD-Reak-
tion gefundenen Glucosewerte. Fiir die Routine-
bestimmung im klinischen Laboratorium diirfte diese
Reaktion vor allem ihrer hohen Spezifitit wegen die
Methode der Wahl darstellen. Uns hat sich die GOD-
POD-Methode an bisher iiber 50000 Bestimmungen
gut bewahrt. Ausfihrliche Ergebnisse mit der GOD-
POD-Methode werden an anderer Stelle berichtet.

Zusaommenfassung. Hs wird eine enzymatische
Methode beschrieben, die eine spezifische Bestimmung
von Glucose und Fructose im gleichen Versuchsansatz
gestattet. Die gekoppelten enzymatischen Reakfionen
benétigen die Enzyme Hexokinase, Glucose-6-
Phosphatdehydrogenase und Phosphoglucoseisomerase,
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TPNH ist Mefgré8e. Neben den beiden Hexosen sind
auch deren 6-Phosphorsdureester bestimmbar. Die
hohen Umsatzzahlen der Boehringer-Enzympréipara-
tionen gestatten kurze MeBzeiten.

Mittels GOD-POD-Reaktion gefundene Blutglu-
cosewerte werden durch Parallelbestimmungen mit der
beschriebenen Methode bestatigt.

Bei der Durchfithrung der Versuche wurde ich von Frau
G. BrrgircE und Frau H. BrsoxN untersbiitzt.
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Zur flammenphotometrischen Caleiumbestimmung im Urin
Von
W. F. Dinrer

Aus dem ZentralrOntgeninstitut des Stddf., Krankenhauses Leverkusen (Chefarzt: Priv.-Doz. Dr. A, LAUR)

Dex Calciumstoffwechsel ist fiir den Rontgenologen
und Onkologen interessant geworden durch die These,
daB die Urin-Calciumausscheidung mit der Wachstums-
geschwindigkeit von osteolytischen Knochenmetasta-
sen parallel gehen soll. Es erhebt sich die Frage nach
einer geeigneten Bestimmungsmethode.

Die cerimetrische Titration des gefillten Calciums nach
Veraschung des Ausgangsmaterials wird heute als zuverldssig-
stes Verfahren angesehen'®»™ (Genauigkeit bei Serum-
calciumbestimmungen + 0,5%). Die klassische Methode von
Kramer und Tsparpl® bzw, deren iibliche Modifikationen 3,17
sollen dagegen mit gréBeren Fehlern behaftet seinl®.

Im klinischen Routinebetrieb erweisen sich diese Ver-
fahren als zu umstédndlich. Fir die Caleinmbestimmung im
Serum haben sich deshalb die komplexometrische und flammen-
photometrische Methode eingebiirgert; die zahlreichen Stor-
faktoren halten sich im Blutserum innerhalb verhaltnismaBig
enger Grenzen und gestatten deshalb Genauigkeiten von etwa
+ 2% B bzw. 4 5% **. Im Urin dagegen schwankt die Kon-
zentration des Calciums, aber auch die der stérenden Anionen,
Kationen und Eiweilverbindungen innerhalb so grofler Be-
reiche, daB sich mit beiden Methoden betrichtliche Fehler
ergeben konnen®.%14, Eine Flut von Modifikationen ist deshalb
publiziert worden; fast imumer werden dabei jedoch die ent-
scheidenden Vorteile der komplexometrischen und der flam-
menphotometrischen Methode geopfert, nimlich ihre Einfach-
heit und Zeitersparnis.

Da sich in unserem Hause die flammenphoto-
metrische Serumcalcium-Bestimmung bewihrt hat,
versuchten wir, diese Methode auch fiir die Urin-
calcium-Bestimmung einzurichten. Dabei befriedigten
unsere Yorversuche mit initialer Calciumfallung® nicht
das Verfahren ist zeitraubend, umstandlich und sehr
storanfallig bei nicht peinlich exakt arbeitenden Hilfs-
kréften; die Ausbeute war recht schwankend. Wir
bemithten uns deshalb um andere, einfachere Moglich-
keiten zur Beseitigung der hauptsichlichen Stor-
faktoren bei der flammenphotometrischen Calcium-
bestimmung im Urin und mdchten im folgenden
dariiber berichten.

Vorversuche

Die Ausschaltung des Kationen-Fehlers (Na und K)
gelingt weitgehend und einfach durch das ,,Korrektur-
Verfahren®?, d. h. Korrektur fiir die flammenphoto-
metrisch gefundenen Na- und K.-Konzentrationen
nach entsprechenden Eichkurven. Unsere Ca-Eich-
16sung enthilt deshalb 15 mg-% Na und 10 mg-% K.
Gegen den Bicarbonatfehler hilft Ansiuerung.

Zur weitgehenden Behebung des Phosphat- und
Sulfatfehlers wahlten wir das Parallelverfahren: Der
deprimierende Effekt von PO, und SO, auf die Cal-
ciumemission soll von einem bestimmten Ca/PO,- bzw.
Ca/SO,-Verhsltnis ab iiber weite Bereiche dieser
Anionen konstant seinl.?.%11, Als Ursache wird die
Bildung von schwer anregbaren Pyroverbindungen
angesehent. Das ermittelte Verhéltnis differiert aller-
dings bei den einzelnen Autoren betrichtlich, was
wohl auf verschiedene Untersuchungsbedingungen zu-
riickzufithren ist. AuBerdem scheint beim Phosphat
ein geringer Unterschied zwischen organischen und
anorganischen PO,-Verbindungen zu bestehen 2.

Wir haben deshalb zunichst gepriift, von welchem
Ca/PO,- bzw. Ca/SO,-Verhiltnis ab der Bereich der
»-konstanten Calciumdepression® unter unseren Arbeits-
bedingungen (s. unten) beginnt. Wie Abb. 1a zeigt,
betréigt dieses Ca/PO,-Verhiltnis etwa 1:2, das Ca/SO,-
Verhaltnis etwa 1:4. Eine wirkliche Konstanz der
Calciumdepression liegt indessen bei unseren Arbeits-
bedingungen nicht vor. Vielmehr nimmt der Depres-
sionseffekt hei hoheren PO,-Konzentrationen wieder
etwas ab, wihrend er bei hoheren SO,-Konzentrationen
noch etwas weiter ansteigt. Diese Anderungen sind je-
doch so geringgradig, daf sie nach unserer Ansicht ver-
nachlassigt werden kénnen. Fiir praktische Belange darf
man unterstellen, daB von einem Ca/PO,-Verhiltnis
1:2 bzw. von einem Ca/SO,-Verhiltnis 1:4 ab die
weitere Konzentrationszunahme von PO, und SO,
keinen Einflufl mehr auf die Calciumemission hat.

Wir mochten betonen, daB eine Anderung der Arbeits-
bedingungen ganz andere Verhiltnisse schaffen kann. Bei
eigenen Kontrollversuchen fanden wir einmal zu unserer
grofiten Uberraschung itberhaupt keine wesentliche Quer-
beeinflussung der Caleiumemission durch PO, und 80,.
Ursache dafiir war eine betrichtliche Verschmutzung der
Zerstiuberkaniile des Flammenphotometers; dadurch wurde
wesentlich weniger Probenfliissigkeit in die Flamme gebracht,
so daB deren Temperatur natiirlich anstieg. Wir gingen
dieser Frage weiter nach und #nderten in Kontrollunter-
suchungen unsere Flammentemperatur mittels des Acetylen-
druckes (Abb.1b). Dabei ergab sich, daB bei sinkendem
Acetylendruck (sinkender Flammentemperatur!) sehr uniiber-
sichtliche Verhiiltnisse herrschen. Man sollte deshalb mit
mdoglichst hohen Acetylendrucken arbeiten.

Nachdem fiir unsere Arbeitsbedingungen das
Ca/PO, bzw. Ca/SO,-Verhiltnis fiir die , konstante



