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Ermittlung der katalytischen Aktivitit der Lipase im Serum
durch Messung bzw. Schitzung des pH-Abfalls in einer Triolein-Emulsion

Von M. Hockeborn und W. Rick

Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik der Universitit Diisseldorf

(Eingegangen am 2. Mirz/9. August 1982)

Zusammenfassung: Bei der enzymatischen Hydrolyse von Triolein durch die Lipase im Serum entstehen Wasserstoff-
ionen, die zu einem pH-Abfall im Testansatz fiihren. Das AusmaB der pH-Anderung ist abhingig von der katalytischen
Aktivitdt der Lipase und von der Pufferkapazitit des Testsystems. In dem beschriebenen Verfahren zur Bestimmung
der katalytischen Aktivitdt der Lipase im Serum dient der potentiometrisch gemessene und registrierte pH-Abfall als
Meflgrofe. Vergleichsuntersuchungen ergaben eine befriedigende Ubereinstimmung der Ergebnisse mit den Resultaten
des kontinuierlichen titrimetrischen Tests. Weitere Untersuchungen wurden mit einer Modifikation des von Hirtel

et al. ((1971), Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. 9, 396—397) beschriebenen Suchtests ausgefiihrt, der auf der Schitzung
des pH-Abfalls mittels Farbanderung eines Indikators beruht. Bei austeichender Erfahrung des Untersuchers ist auch
dieser Test zur reproduzierbaren Ermittlung der katalytischen Aktivitdt der Lipase im Serum geeignet.

Determination of the catalytic activity of lipase in serum by measurement or estimation of the pH decrease

in a triolein emulsion

Summary: In the enzymic hydrolysis of triolein by lipase in serum, hydrogen ions are produced which lead to

a decrease in the pH of the test system. The extent of this pH change depends on the catalytic activity of the lipase
and on the buffering capacity of the test system. In the method described for the determination of the catalytic
activity of lipase in serum, the decrease in pH is measured and recorded potentiometrically. Comparative studies
showed a satisfactory correlation of results with those from the continuous titrimetric method. Further studies
were performed with a modification of the detection method described by Hirtel et al. ((1971) Z. Klin. Chem. Klin.
Biochem. 9, 396—397), based on the estimation of the pH decrease from the colour change of an indicator. With
operator experience, this test also gives reproducible results for the catalytic activity of lipase in serum.

Einfihrung

Zur Bestimmung der katalytischen Aktivitit der Pankreas-

lipase (Triacylglycerol acyl hydrolase, EC 3.1.1.3) im
kontinuierlichen titrimetrischen Test (2) sind ein pH-
Meter, eine Motorbiirette und ein empfindliches Regel-
gerit, das eine Konstanthaltung des pH:Werts im Test-
ansatz in einem Bereich von * 0,001 pH-Einheiten ge-
stattet, erforderlich. Da die enzymatische Hydrolyse
des als Substrat verwendeten Trioleins unter den
beschriebenen Bedinguiigen ein relativ breites pH-Op-
timum aufweist, ist es auch moglich, die Lipaseaktivitit
im Serum ohne Titrationseinrichtung aufgrund der
pH-Anderung, die im Testsystem durch die freigesetzten
Wasserstoffionen bewirkt wird, zu ermitteln. Eine quan-
titative Aussage ist durch kontinuierliche Messung des
pH-Abfalls zwischen pH 9,0 und 8,5 méglich. Zum an-
deren kann die Lipaseaktivitit zwischen pH-Werten von
etwa 8,3 und 7,4 an der Farbinderung eines Indikators
(m-Kresolpurpur) durch Vergleich mit einer empirisch
erstellten Farbskala abgeschitzt werden (1).

Material
Kontinuierliche Registrierung des pH-Abfalls
Reagentien

Zu den Unteérsuchungen wurden die fiir den kontinuierlichen
titrimetrischen Test verwendeten und bereits 1969, 1976 bzw.
1982 veschriebenen Reagentien verwendet (2, 3, 4):

1. Gummi arabicum-Lésung, 100 g/l in bidest. Wasser (2).

2. Triolein-Emulsion, 0,2 1/1 in Lésung 1 (2), pH-Wert mit Na-
tronlauge auf etwa 9,4 einstellen.

3. Natriumglykocholatldsung, 75 mmol/l in bidest. Wasser (3).
4. Natronlauge, 100 mmol/l.

5. Salzsiure, 100 mmol/l.

6. Prizisionspuffer Radiometer S 1510, bei 25 °C pH 7,410.
7. Prizisionspuffer Radiometer S 1500, bei 25 °C pH 6,865.
8. Phosphatpuffer-Losung, pH 6,88, 25 mmol/l, Merck 7254.
9. Acetatpuffer-Losung, pH 4,66, 100 mmol/l, Merck 7827.
10. Stickstoff, frei von Kohlendioxid.
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Mefanordnung
1. Digital-pH-Meter PHM 64, Radiometer Deutschland.

2. Elektronischer Schreiber Servograph REC 80 mit Titrigraph-
Modul REA 160, Radiometer Deutschland.

3. Glaselektrode G 202 C, Kalomelelektrode K 4112, Radiometer
Deutschland.

4. Kunststoffspitze zur Stickstoffzufuhr, Radiometer Deutsch-
land. .

5. Halterung der Elektroden und Kunststoffspitze durch den .
Elektrodenkopf der Mikro-Titrationseinrichtung TTA 31, Radio-
meter Deutschland.

6. Magnetriihrer und Magnetstibchen (etwa 25 mm Linge und
9 mm Durchmesser).

7. 25 ml-Becherglidser mit passendem Temperiermantel aus Kup-
fer, der mittels Thermostat auf 25 °C gehalten wird.

Probenmaterial
Bei den verwendeten Proben handelte es sich um:
Seren von Gesunden,

Seren von Patienten mit akuten oder chronischen Pankreaserkran-
kungen,

. Seren, in denen die Pankreaslipase durch zweistiindige Inkuba-
tion bei 56 ° C vollstindig inaktiviert worden war, wie im kon-
tinujerlichen titrimetrischen Test mit Triolein als Substrat nach-
gewiesen wurde, :

Kontrollseren.

Schitzung des pH-Abfalls
Reagentien

11. m-Kresolpurpur-Ldsung, 12,5 g/l in 50 mmol/l Natronlauge.
Da der Farbton der Substanz sich von Charge zu Charge gering-
fiigig unterscheiden kann, empfiehlt es sich, die Indikatorlésung
aus der Testpackung Merckognost Lipase (Merck 11000) zu
benutzen. Die darin enthaltene Farblosung wird nach Angaben
des Herstellers (5) jeweils auf ausreichende Ubereinstimmung
mit der beigefiigten Skala gepriift.

12. Indikator- und Gallensalz-haltige Triolein-Emulsion:

100 ml Triolein-Emulsion (Reagens 2), 10 ml Indikatorlésung
(Reagens 11) und 1,2 ml Natriumglykocholatlosung (Reagens 3)
werden gemischt.

Die Substratemulsion muf} eine violett-rétliche Farbe zeigen,
bei zu intensiver Violettfarbung bzw. Braun- bis Gelbfirbung
ist der erforderliche Farbton durch Zugabe kleiner Volumina
Salzsdure oder Natronlauge einzustellen.

Probenmaterial
s.0.

Methodik

Kontinuijerliche Registrierung des pH-Abfalls

Prinzip .

Die bei der enzymatischen Hydrolyse von Triolein entstehenden
Wasserstoffionen fithren in dem schwach gepufferten Testsystem

zu einem pH-Abfall, der zwischen pH 9,0 und 8,5 mittels pH-
Meter und angeschlossenem Registriergerit aufgezeichnet wird.

Ausfiihrung

Zur Kalibrierung'des pH-Meters werden die unter Reagentien
6—9 aufgefiihrten und auf 25 °C temperierten Pufferldsungen
verwendet. Die Schreiberspreizung wird auf pH 8,4—9,1

(=25 cm) eingestellt, der Papiervorschub erfolgt mit 1 cm/min,
bei sehr hohen katalytischen Aktivititen mit 6 cm/min.

Die Mefitemperatur betrigt 25 °C,

Zur Ausfiihrung der Bestimmungen mischt man in 25 ml-Becher-
glisern: 10,0 ml Triolein-Emulsion (Reagens 2), ca. pH 9,4,

3,85 ml bidest. Wasser,

150 ul Natriumglykocholatlosung (Reagens 3),

nach Temperierung auf 25 °C wird

1,0 ml Serum (bzw. Serumverdiinnung in iriaktiviertem Sammel-
serum) zugesetzt.

]
Um Stérungen durch das Kohlendioxid der Raumluft zu vermei-
den, durchstrdmt man dén Raum iiber dem Testansatz mit Koh=
lendioxid-freiem Stickstoff.

Der pH-Wert des Ansatzes soll etwa 9,1 betragen, béi groferen

- Abweichungen ist das pH durch Zugabe geringer Volumina

100 mmol/1 Natronlauge bzw. Salzsiure in diesen Beéreich zu
bringen. Ist der pH-Wert.auf etwa 9,0 abgefallen, beginnt man
fnit der Registrierung. Je fiach katalytischer Aktivitit der Lipase
des Serums ist die Anderung des pH-Wertes im Testansatz etwa
5—20 min lang aufzuzeichnen.

Da die Berechnung der katalytischen Aktivitit des Enzyms im
analysierten Serum iiber die Pufferkapazitit der Reaktionsmi-
schung erfolgt, empfiehlt es sich, die pH-Anderung irh Bereich
zwischen pH 9,0 und 8,5 nach Zugabe éines definierten Volu-
mens Salzsiure (100 mmol/l) zu messen bzw. zu registrierén
(s. Ergebnisse).

Auswertung

Zwischen pH-Werten von 9,0 und 8,5 effolgt die Zunahme der
Wasserstoffionen-Konzentration im Testansatz geradlinig. Aus
dem registrierten pH-Abfall wird durch Parallelverschiebung das
durchschnittliche ApH/min ermittelt. -

Berechnung

Aufgrund der Pufferkapazitit eines Testarisatzes, der 1,0 ml
inaktiviertes Sammelserum enthilt (= 1,60 + 0,05 umol H* fiir
ein ApH von 0,100) wird die katalytische Aktivitit der
Lipase in Seren wie folgt berechnet:

Katalytische Aktivitit = ApH/min - 16000 (U/t (25 °C))i

Schitzung des pH-Abfalls
Prinzip - .
Versetzt man die Triolein-Emulsion mit m-Kresolpurpurlésung,
so kann der nach Serumzugabe durch die entstehenden Wasser-
stoffionen bedingte pH-Abfall an der Farbinderung des Indika-
tors zwischen pH-Werten von etwa 8,3 bis 7,4 verfolgt und somit
die katalytische Aktivitit der Lipase im Serum abgeschiitzt wer-
den. )

Ausfiihrung .
In Einmalréhrchen werden pipettiert:

2,0 ml Indikator- und Gallensalz-haltige Triolein-Emulsion
+200 ul Serum,

die Ansitze sind mittels Vortex- oder Whirl-Mix o.i4. sorgfaltig
zu mischen. Weicht die Farbe einzelner Bestimmungsansitze
aufgrund der unterschiedlichen pH-Werte der Seren von dem mit
»Null bis 60* bezeichneten Bereich ab, so wird die Fiérbung “ -
durch Zugabe sehr geringer Volumina 100 mmol/1 Siure oder
Lauge in den genannten Skalenabschnitt gebracht. Die Réhr-'
chen werden in einem Wasserbad bei 25.° C inkubiert.

Einige Minuten nach Mischen der Ansitze vergleicht man deren
Farbton mit der kalibrierten Farbskala und notiert den entspre-
chenden Wert. Die Ablesung wird bei Seren mit geringer kataly-
tischer Aktivitit nach 30, 60, 90 und 120 Minuten wiederholt.
Bei hochaktiven Proben wird in kiirzeren Abstinden — evtl. mi-
nutenweise — ausgewertet.

Da der Testansatz an der Oberfliche durch das Kohlendioxid
der Raumluft in Richtung gelbér Farbtone vetindert wird, ist
ein Umschiitteln der R6hrchen wihrend der Inkubation und
Ablesung streng Zu vermeiden, da dies zu filschlich erhdhten
Aktivititen fiihrt. v

k2
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Berechnung

Bei korrekter Ausfihrung ergeben sich unter Beriicksichtigung
der nur stufenweise (20 U/1) méglichen Auswertung annihernd
konstante Differenzwerte zwischen den Ablesungen zu den ge-
nannten Zeiten (s. Abb. 1). Die Farbskala ist fiir eine Inkuba-
tionszeit von 2 Stunden ausgelegt. Die ermittelte Differenz
zwischen dem Farbvergleich zur Zeit t = 0 min und demjenigen
zur Zeit t = 120 min entspricht der katalytischen Aktivitit der
Lipase im untersuchten Serum in U/1 (25 °C).

Hochaktive Seren fiihren zu einer schnellen Anderung der Farbe
des Indikators und erfordern somit eine Ablesung in kurzen
Zeitabstinden. Dementsprechend muf eine Korrektur auf eine
Inkubationszeit von 2 Stunden erfolgen.
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. 1. Ermittlung der katalytischen Aktivitit der Lipase im
Serum durch Schitzung des pH-Abfalls (modif. nach
Hartel et al. (1)).

Ablesungen an der Farbskala nach unterschiedlich
langer Inkubation des Testansatzes.

A—a Serum Nr. 105
e—e Serum Nr. 12
x—x Serum Nr. 22

Ergebnisse
Kontinuierliche Registrierung des pH-Abfalls

Reagentien-Leerwert

Unter den beschriebenen Bedingungen, d.h. bei Verdrin-
gung des Kohlendioxids der Raumluft iiber dem Test-
ansatz durch Stickstoffzufuhr, fanden wir sowohl in
Abwesenheit als auch nach Zusatz von inaktiviertem
Sammelserum keine pH-Anderung in der Reaktions-
mischung. Wird mit einem zu grofien Volumen N,
durchstromt, kommt es infolge der Austreibung von
CO, aus dem Testansatz zu einem geringfiigigen Anstieg
des pH-Wertes. Die erforderliche optimale Stickstoff-
zufuhr ist daher an Leerwerten zu kontrollieren.

Testbedingungen -

Wir fiihrten die Messungen unter den in fritheren Arbei-
ten als optimal ermittelten Konzentrationen der Reak-
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tionspartner aus (4). Versuche, die Empfindlichkeit des
Verfahrens dadurch zu steigern, dal die Konzentration
an Gummi arabicum in der Substratemulsion auf 50
bzw. 20 g/ herabgesetzt wurde, schlugen fehl. Zum
einen ergaben sich aufgrund der verminderten Pufferung
stirkere Schwankungen in der pH-Anzeige und damit der
Registrierung, andererseits kam és bei Konzentrationen
an Gummi arabicum unter 50 g/l zu einer Entmischung
der Substratemulsion. Setzt man Serum mit einer kata-
lytischen Aktivitit der Lipase von 60 U/l in den hier
beschriebenen Test ein, so findet man ein ApH von
0,0375/10 min. Eine Probe mit 160 U/l (obere Grenze
des Normbereichs) ergibt ein ApH von 0,100/10 min.
Somit ist die Empfindlichkeit des Verfahrens als aus-
reichend zu bezeichnen.

Reaktionsablauf

Der pH-Abfall im Testansatz erfolgt — unabhﬁngig von
der eingesetzten katalytischen Aktivitit — zwischen
pH-Werten von 9,0 und 8,5 geradlinig. Als Beispiel ist
der Verlauf bei Einsatz eines Serums mit einer katalyti-
schen Aktivitit von 1500 U/l dargestellt (Abb. 2).
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Abb, 2. Ermittlung der katalytischen Aktivitit der Lipase im
Serum durch potentiometrische Messung des pH-
Abfalls im Testansatz.
Reaktionsablauf in Abhingigkeit von der Zeit.
Einsatz eines Serums mit X = 1500 U/l (kontinuier-
licher titrimetrischer Test).
Auswertung der Registrierungen (Doppelbestimmung)
mittels Parallelverschiebung und Berechnung des apH/S
min; gefundene katalytische Aktivitit = 1540,
1515 UL :




924 Hockeborn und Rick: Ermittlung der katalytischen Aktivitit der Lipase im Serum auf Grund des pH-Abfalls

Pufferkapazitit des Testansatzes

Durch Zugabe von Salzsiure (100 mmol/l) zu Testen, die
1,0 ml inaktiviertes Sammelserum enthielten, wurde die
Pufferkapazitit im Ansatz ermittelt. Fiir einen pH-Abfall
um 0,100 waren im Mefibereich zwischen pH 9,0 und
8,5 1,60 + 0,05 umol Wasserstoffionen erforderlich.

Aus diesen Ergebnissen wurde der oben angegebene
Berechnungsfaktor ermi@telt.

Durch getrennte Titration von Serum und von Substrat-
emulsion konnte nachgewiesen werden, da} die Puffer-
kapazitit des Testansatzes zu etwa gleichen Teilen durch
Serum und Substrat bedingt ist (s. Diskussion).

Die Puffereigenschaften des Systems bei Einsatz ver-
schiedener Serumproben lassen sich im einzelnen Test
dadurch priifen, da} die pH-Anderung im zur Messung
verwendeten pH-Bereich durch Zusatz von 2 umol
Wasserstoffionen in Form von Salzsiure (100 mmol/l)
gemessen wird. Sie betrug bei 18 untersuchten Seren,
deren Proteingehalt zwischen 60 und 80 g/1 lag, 0,125 +
0,010.

Abhingigkeit des Mef3signals von der eingesetzten
katalytischen Aktivitit

Seren mit unterschiedlich hoher katalytischer Aktivitit
wurden mit inaktiviertem Sammelserum im Verhiltnis
1+9,1+4bzw. 1+ 1 verdiinnt; 1,0 ml der Verdiinnun-
gen wurde in den Test eingesetzt.

Unter den beschriebenen Bedingungen ergab sich eine

geradlinige Beziehung zwischen Enzymmenge im Test
und pH-Abfall pro Zeiteinheit (Abb. 3). Da die Puffer-
kapazitit des Testansatzes etwa konstant gehalten wer-

0,150

0.100

ApH/min

0.050

- "
L]

0,000'< — L \ —L
110 15 12 unverd.
Verdiinnung mit inaktiviertem Sammelserum

Abb. 3. Erm1ttlung der katalytischen Aktivitit der Lipase im
Serum durch potentiometrische Messung dés pH-
Abfalls im Testansatz, -

Abhingigkeit des Me8signals von der eingesetzten
Enzymaktivitiit,

Gefundene katalytische Aktivititen:

x—x 2130 U/ (Titration X = 2000 U/1)

o—o 632 U/l (Titration X = 660 U/1)

e—e 144 U/l (TitrationX = 133 U/l)

den muf, ist es selbstverstindlich, daf} eine Verdiinnung
des Serums mit physiologischer NaCl-Losung je nach
Volumenverhiltnis zu grofle pH-Anderungen in der Zeit-
einheit und somit filschlich eihéhte katalytische Aktivi-
titen bewirkt.

!
Vergleichsuntersuchungen mit dem kontinuietlichen
titrimetrischen Test
An 72 Seren mit einer Katalytischien Aktivitit an
Lipase zwischen 60 und 2100 U/l im Titrationsverfaliren
wurde die hier beschriebene Methode vérgleichend ge-
priift (Abb. 4). Die Ergebnisse zéigtén eine gute Korrela-
tion (r = 0,990). Die Gleichung der Regressionsgeraden
lautete y = 1,04 x - 17,7. Im Wilcoxon-Test ergabén
sich keine signifikanten Differenzen zwischen den Stich-
proben. Beide Methoden erlaubén mithin gleiche
diagnostische Aussagen.
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Abb. 4. Vergleich des potentiometrischen Verfahrens mit dem
kontinuierlichen titrimetrischen Test an 72 Seren mit
einer katalytischen Aktivitit an Lipase zwischen
60 und 2100 U/L.

y=1,04x -17,7
r =0,990

Prizision der potentiometrischen Messung

Der Variationskoeffizient von Tag zu Tag betrug bei
katalytischen Aktivititen im Bereich um 400 U/l
VK =59%.

Schitzung des pH-Abfalls
Hinweise zur Auswerturig

Die Schitzung des pH-Abfalls mit Hilfe .der von Hértel
et al. (1) angegebenen Farbskala fiihrt bei ausreichender
Ubung des Untersuchers zu reproduzmrbaren Ergeb-
nissen. Um zwischen den geringen Farbunterschieden
differenzieren zu konnen, émpfiehlt és sich, zunichst
Proben mit bekannter katalytischer Aktivitit der Lipase
(z.B.Kontrollserén) zu analysieren und sich durch
hiufiges Ablesen in die Farbabstufungeg »einzusehen*.
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Untersuchung hochaktiver Seren

Bei stark erhohten katalytischen Aktivititen an

Lipase (bis etwa 5000 U/1) ist es moglich, in Minuten-
abstinden abzulesen. Durch Umrechnung entsprechend
der Inkubationszeit sind mit diesem Vorgehen zuverlds-
sige Resultate zu erzielen (Abb. 5). Bei extrem hohen
katalytischen Aktivititen sollten die Proben mit inakti-
viertem Sammelserum verdiinnt in den Test eingesetzt
werden. Hierdurch ist eine lineare Beziehung zwischen
verwendetem Probevolumen und Lipase gewéhrleistet
(Abb. 6).
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Abb. 5. Ermittlung der katalytischen Aktivitit der Lipase im
Serum durch Schitzung des pH-Abfalls (modif: nach
Hartel et al, (1)).
Ablesungen an der Farbskala nach unterschiedlich
langer Inkubation des Testansatzes.
Gefundene katalytische Aktivitit:
5600 U/1 (Titration X- = 6000 U/I)

e

2000

- 1000 .

Lipase (Schitzung des pH-Abfalls in
einer Triolein- Emulsion, korrigiert
entsprechend=der Inkubationszeit):{U/1)

- 1

Verdiinnung mit inaktiviertem Sammelserum

Abb. 6. Ermittlung der katalytischen Aktivitit der Lipase im
Serum durch Schitzung des pH-Abfalls (modif. nach
Hartel et al. (1)).
Einsatz verschiedenér Verdiinnungen eines hochaktiven
Serums. (Aktivitit im kontinuierlichen titrimetrischen
Test 2000 U/1) mit inaktiviertem Sammelserum.
Ablesungen nach unterschxedhch langer Inkubation bei
25 °C. :
Gefundene katalytische Aktivitit:
1930 U1
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Vergleichsuntersuchungen mit dem kontinuierlichen

- titrimetrischen Test

An 90 Seren mit katalytischen Aktivitdten bis zu

150 U/1 (X = 83 U/1) ergab sich eine Korrelation von -

r = 0,816, die Regressionsgleichung lautete y =0,73 x +
22,4 (Abb. 7). 36 Seren mit erhohter Lipase (x =

261 U/1) zeigten eine Korrelation von r = 0,987 und
eine Regressionsgerade von y = 1,03 x - 16,0.(Abb. 8).
Im Wilcoxon-Test fanden sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Stichproben.
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Abb. 7. Vergleich des Verfahrens auf Grund der Schitzung des

pH-Abfalls mit dem Kontinuierlichen titrimetrischen
Test an 90 Seren mit einer katalytischen Aktivitit
an Lipase bis zu 150 U/L

y=0,73x+224

1 0,816

800

600

400

Lipase:
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Abb. 8. Vergleich des Verfahrens auf Grund der Schitzung des.
pH-Abfalls mit dem kontinuierlichen titrimetrischen
Test an 36 Seren mit erhohter katalytischer Aktivitit
an Lipase (x = 261 U/1).
y=1,03x - 16,0
r =0,987
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Prizision des Verfahrens

Der Variationskoeffizient von Tag zu Tag betrug bei
katalytischen Aktivititen um 300 U/l VK = 6,3%.

Diskussion
Kontinuierliche Registrierung des pH-Abfalls

Die Ausfihrung des kontinuierlichen titrimetrischen
Tests zur Bestimmung der Lipase (2, 3, 4) erfordert viel
experimentelles Geschick und eine aufwendige appara-
tive Ausriistung. Wegen der héufig ungezielten Anord-
nung von Untersuchungen diirfte es kaum mdglich sein,
alle anfallenden Proben mit diesem Verfahren zu analy-
sieren.

Durch die hohe Empfindlichkeit der modernen digitalen
pH-Meter ist es heute méglich, geringe pH-Anderungen
reproduzierbar zu messen. Mit diesen Geréten kann die
katalytische Aktivitit der Lipase des Serums auch da-
durch ermittelt werden, dafl der pH-Abfall in einem
dem titrimetrischen Test entsprechenden Ansatz zwi-
schen pH 9,0 und 8,5 kontinuierlich gemessen und re-
gistriert wird. Steht kein Schreiber zur Verfligung, so
kénnen die pH-Anderungen des Ansatzes in bestimmten
Zeitintervallen mit der Stoppuhr abgelesen werden.
Wichtige experimentelle Einzelheiten zu einem derartigen
Verfahren wurden von Chance & Nishimura (6) mitge-
teilt. Die Berechnung der katalytischen Aktivitdt des
Enzyms erfolgt nach Angaben der Autoren iiber die ge-
messene Pufferkapazitit des Testsystems. Die Pufferung
des gesamten Ansatzes bei Zusatz von inaktiviertem
Sammelserum errechnete sich nach unseren Untersuchun-
gen zu 1,60 + 0,05 umol H* pro ApH von 0,100 (Me8-
bereich pH 9,0—8,5). Die von uns an Sammelserum
ermittelte Pufferkapazitit betrug 0,75 + 0,02 umol
Wasserstoffionen fiir einen pH-Abfall von 0,100 und
stimmt mit den Daten von Winters & Dell (7) gut iiber-
ein. Diese Autoren fanden ein A[H*] von 0,74 umol fiir
ein ApH von 0,100, wobei ein Himatokrit von 0,45 1/1
angenommen wurde. Priiften wir die Pufferkapazitit

der reinen Substratemulsion, ergaben sich Werte von
0,85 + 0,008 umol H* fiir den genannten pH-Abfall. Der
Anteil des Serums an der Gesamtpufferkapazitit betrigt
somit 47 %, derjenige der Substratemulsion 53 %.

Die Pufferkapazitit des einzelnen Ansatzes wird dadurch
priifbar, daf§ der pH-Abfall im Testansatz nach Zugabe
von 2 umol Salzsiure gemessen wird. Eine verinderte
Pufferkapazitit aufgrund erheblich abweichender
Proteinkonzentration in dem zu analysierenden Serum
kann mit diesem — der Verwendung eines ,,internen
Standards* analogen — Verfahren erkannt und evtl.
korrigiert werden. Sind Proteingehalt der Probe bzw.
Pufferkapautat des gesamten Ansatzes nicht bekannt,

so konnen keine exakten Ergebnisse erwartet werden.

Die enzymatische Hydrolyse des Trioleins zeigt zwischen
pH 9,0 und 8,5 ein Plateau (4). Auch der gemessene
pH-Abfall verliduft in dem genannten Bereich aufgrund

. der Puffercharakteristik der Substratemulsion und der

Serumproteine geradlinig. Als Ursache dieser linearen
Pufferung wird in bezug auf die Proteine die Uberlage-
rung von Komponenten mit unterschiedlichen pK-Wer-
ten angenommen (7); der gleiche Mechanismus ist fur
die Makromolékiile zu diskutieren, aus dénen Gummi
arabicum zZusammengesetzt ist.

Vergleichsuntersuchungen mit dem kontinuierlichen
titrimetrischen Test ergaben eine befriedigende Uberein:
stimmung. Mithin stellt das hier beschriebene Verfahren
eine Alternative fiir diejeriigen Laboratorien dar, die
nicht iiber-die Mittel zur Beschaffung der fir di¢ pH-Stat-
Technik notwendigen Titrationsanlage verfiigen. Im Ein-
zelfall sind die diskutierten Fehlerquellen durch unter-
schiedlichen Proteingehalt dér Sefen zu beriicksichtigen.
Der Zeitaufwand bei dér technischen Ausfiihrurig ist
gegeniiber dem Titrationsverfahren nur geringfiigig redus
ziert. Die Notwendigkeit, hochaktive Proben mit inakti-
viertem Sammelserum zu verdiinnen und die Tatsache,
daf nur Serum analysieit wetden kann, bedeuten einen
Nachteil gegeniiber dem titrimetrischen Test.

Schitzung des pH-Abfalls

Der pH-Abfall einer mit Serui versetzten Olivenslemul-
sion stellt auch dié Grundlage des von Hartel ét al. (1)
beschriebenen Suchtests dar. Dabei wird die Farbinde-
rung von m-Kresolpurpur, dessen pK-Wert bei 8,32 liegt,
im pH-Bereich zwischen étwa 8,3 und 7,4 ermittelt. Die
Kalibrierung der von Hartel et al. (1) angegebenen Farb-
skala erfolgte mit Seren, deren katalytische Aktivitit im
titrimetrischen Test bestimmt wurde. Dér geiibtef1 Unter-
sucher ist es moglich, mit dem Veifaliten zu reproduzier-
baren Ergebnissen zu kommen. * =

Es sei ausdriicklich darauf hingewiesen, dal die hier be-
schriebenen Untersuchungen mit der auch im titrimetri-
schen Test verwendeten Triolein-Emulsion in Anwesén-
heit von Natriumglykocholat ausgefiihrt wurden. Die von
uns verwendete Indikator-haltige Substratémulsion ent-
hilt — abweicheénd von der Vorschrift nach Hartel et al.
(1) — Natriumglykocholat in einer Konzentration von
0,83 mmol/l. Nach Serumzugabe entspricht di¢ Gallen-
salzkonzentration mit 0,75 mtnol/l derjénigen im kontj-
nuiérlichen titrimetrischen Test (4). Die Substratkonzen-
tration liegt mit 0,177 1/ hoher als beim Tittationsverfah-
ren (0,133 1/1) (3). Die groere Viskositit des Ansatzes
ist fir den Farbtest deshalb giinstig, da das Schiitteln er-
schwert ist und somit der durch das Kohlendioxid der
Raumluft bedingte pH-Abfall in einer 2—3 mm dicken
Schicht an der Oberfliché dés Ansatzes bei vorsichtiger
Handhabung keine Fehlerquelle darstellt. Die enzymati-
sche Hydrolyse des Trioleins erfolgt, wie im kontinuierli-
chen titrimetrischen Test gezeigt werden konnte (4), bei

beiden Substratkonzentrationen praktisch mit gleicher Ge-

schwindigkeit. Zur Brauchbarkeit verschiedener Chargen
der Olivenslemulsion aus der Testpackung Merckognost
Lipase kann von uns nicht Stellung genommen werden.
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Bei der Bewertung der von Hirtel et al. (1) angegebenen
Analytik ist zu beriicksichtigen, dal das Verfahren als
Suchtest beschrieben wurde. Es erlaubt nur in Stufen
von 20 U/l abzulesen; bei der Durchfithrung von Doppel-
bestimmungen ist eine Differenzierung bis zu 10 U/l
moglich. Bei verkiirzter Inkubationszeit kdnnen auch
sehr hohe katalytische Aktivititen bestimmt werden.

Wie bei der potentiometrischen Messung des pH-Abfalls
stellt eine stark abweichende Proteinkonzentration der
Probe eine Fehlerquelle dar. Weiterhin konnen nur farb-
tiichtige Untersucher mit der Ausfiihrung des Verfahrens
betraut werden.

In Vergleichsuntersuchungen mit dem kontinuierlichen
titrimetrischen Test wurde eine fiir diagnostische Zwecke
ausreichende Ubereinstimmung festgestelit. Bei niedrigen
katalytischen Aktivititen sind der pH-Abfall und somit
die Farbanderung des Ansatzes nur sehr gering, so dafl
bei einer nur stufenweise moéglichen Abschidtzung im Ein-
zelfall relativ grofie Differenzen zu dem Titrationsverfah-
ren unvermeidbar sind. An 59 Seren mit einer katalyti-
schen Aktivitit von unter 100 U/l wurden mit dem
Suchtest jedoch ausschlieBlich Ergebnisse ermittelt, die
im Normbereich (bis 160 U/1) lagen, so daf auch diese
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niedrigen Aktivititen zuverlissig einzuordnen sind. Die

- grofiten Abweichungen betrugen bei Werten von 67 bzw.

82 U/l im titrimetrischen Test + 23 bzw. - 32 U/l. Ho-
here Lipaseaktivitidten fithren zu einer stirkeren Farb-
dnderung mit der Zeiteinheit, somit wird die bessere
Korrelation béi Seren mit Werten oberhalb des Norm-
bereichs verstindlich.
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