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A u t o  A n a l y z e r  11 a n d  s p e c t r o p h o t o m e t e r ,

4 .  3 D i s c u s s i o n  of  t h e  m e r i t s  of  o t h e r  t e c h n i q u e s  158
( d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  4 ) .

C H A P T E R  5 A S tu d y  a n d  d e t e r m i n a t i o n  of  i m m o b i l i z e d  
e n z y m e  i n h i b i t o r s

5. 1 A t h e r m a l  i n v e s t i g a t i o n  of  t h e  i n h i b i t i o n  of  t h e  161
c h o l i n e s t e r a s e  s y s t e m ,  a n d  a n a l y t i c a l  d e t e r m i n a t i o n  
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i n h i b i t o r s  of  i m m o b i l i z e d  u r e a s e ,  u s i n g  the  L K B  
1 0 7 0 0 - 1  m i c r o c a l o r i m e t e r  a s  a m o n i t o r  of 
e n z y m e  a c t i v i t y .

5. 3 D i s c u s s i o n  of  t h e  m e r i t s  of i m m o b i l i z e d  e n z y m e  194
i n h i b i t i o n  a s  a n  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e .

C H A P T E R  6 D e t e r m i n a t i o n  o f  e n z y m e  a c t i v a t o r s

6,  1 R e a c t i v a t i o n  of  i m m o b i l i z e d  a p o - e n z y m e s  by  196
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r e a c t i v a t i o n  of  g l a s s  i m m o b i l i z e d  
a p o p o l y p h e n o l  o x i d a s e .
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6 . 1 . 3  A b r i e f  d i s c u s s i o n  of  th e  m e r i t s  of  th e  212
a p o e n z y m e  r e a c t i v a t i o n  t e c h n i q u e  a s  a
m e a n s  of  a n a l y s i s  of  t r a c e  q u a n t i t i e s  of  
m e t a l  i o n s ,  a n d  p o s s i b l e  o t h e r  u s e s .
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t h e s i s .
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A p p e n d i x  1 S t r u c t u r e s  of  L - a m i n o  a c i d s  o f  
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A p p e n d i x  2 E s t i m a t i o n  of  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of  
f u n c t i o n a l  g r o u p s  on  th e  s u r f a c e  of 
c o n t r o l l e d  p a r i l i t y  g l a s s  s u p p o r t

229

A p p e n d i x  3 K e y  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  
c h o l i n e s t e r a s e  i n h i b i t o r s
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R e f e r e n c e s 2 39



A c k n o w l e d g e m e n t s

I w o u l d  l i k e  to  e x p r e s s  m y  g r a t i t u d e  to  a l l  t h e  s t a f f  

a t  t h e  B o u r n e  L a b o r a t o r y ,  (bo th  t e c h n i c a l  a n d  a c a d e m i c ) ,  

f o r  t h e i r  m u c h - a p p r e c i a t e d  h e l p  a n d  c o o p e r a t i o n  d u r i n g  

t h i s  w o r k ,  a n d  m y  t h a n k s  t o  a l l  o f  m y  c o l l e a g u e s  on  

L e v e l  3 f o r  m a n y  h o u r s  of  s t i m u l a t i n g  d i s c u s s i o n s  a n d  f o r  

t h r e e  v e r y  e n j o y a b l e  y e a r s .

In  p a r t i c u l a r ,  I a m  m o s t  g r a t e f u l  to  m y  s u p e r v i s o r .  

D r  A r t h u r  F i n c h  f o r  h i s  g r e a t  i n t e r e s t  a n d  h e l p ,  e s p e c i a l l y  

d u r i n g  m y  f i r s t  y e a r .

1 w o u l d  l i k e  a l s o  to  t h a n k  D r  R,  F .  C o l e m a n ,  f o r  h i s  

i n i t i a l  i n v o l v e m e n t  w i t h  t h e  CASE a w a r d  w i t h  D r  F i n c h ,  

a n d  the  L a b o r a t o r y  of  t h e  G o v e r n m e n t  C h e m i s t  ( and 

e s p e c i a l l y  M r s  C  A l l i s t o n ) ,  f o r  t h e i r  s u p p o r t ,  a n d  i n t e r e s t  

i n  t h i s  w o r k  a s  w e l l  a s  f o r  k i n d  h e l p  in  t h e  c o n s t r u c t i o n  of  

c e r t a i n  p i e c e s  of  a p p a r a t u s .

T h a n k s  a r e  a l s o  d u e  to  the  SRC f o r  t h e  a w a r d  of  a  

C A S E  s t u d e n t s h i p  a n d  to  M r s  S y lv ia  P a r t i n  f o r  t y p i n g  t h i s  

t h e s i s .



A B S T R A C T

T h e  u s e  of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  i n  t h e  a n a l y t i c a l  
d e t e r m i n a t i o n  o f  e n z y m e  s u b s t r a t e s ,  i n h i b i t o r s  a n d  a c t i v a t o r s  
h a s  b e e n  e x a m i n e d  u s i n g ,  f o r  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  w o r k ,  h e a t  
s e n s o r s  to  m o n i t o r  t h e  c h e m i c a l  r e a c t i o n s  o c c u r r i n g .

T h e  s e n s i t i v i t y  o f  d e t e r m i n a t i o n  of  a w i d e  r a n g e  of 
e n z y m e  s u b s t r a t e s  b y  s u c h  m e a n s  h a s  b e e n  s u b s t a n t i a l l y  i m p r o v e d  
o v e r  s i m i l a r ,  p r e v i o u s  r e p o r t e d ,  w o r k  by  o p t i m i z a t i o n  of  a  
n u m b e r  o f  r e l e v a n t  p a r a m e t e r s  ( p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  c h o i c e ,  a n d  
d i m e n s i o n s ,  of t h e  e n z y m e  s u p p o r t  m a t e r i a l ) .  R e p r o d u c i b i l i t y  
o f  th e  r e s u l t s  in  m o s t  c a s e s  a p p e a r e d  e x c e l l e n t ,  e v e n  o v e r  
r e l a t i v e l y  long  t i m e  p e r i o d s .  A b r i e f  s t u d y  h a s  a l s o  b e e n  
c o n d u c t e d  u s i n g  o t h e r  t y p e s  of  t r a n s d u c e r s .

N o v e l  t e c h n i q u e s  f o r  t h e  a n a l y t i c a l  d e t e r m i n a t i o n  of 
i m m o b i l i z e d  e n z y m e  i n h i b i t o r s  a n d  a c t i v a t o r s  h a v e  b e e n  
d e v e l o p e d  w h i c h ,  a l t h o u g h  u n d o u b t e d l y  c a p a b l e  o f  i m p r o v e m e n t ,  
a l r e a d y  s h o w  c o n s i d e r a b l e  p r o m i s e .  In  p a r t i c u l a r ,  no 
r e p o r t s  o c c u r  i n  th e  l i t e r a t u r e  c o n c e r n i n g  t h e  u s e  of  i m m o b i l i z e d  
e n z y m e s  f o r  th e  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  of  r e v e r s i b l e  e n z y m e  
i n h i b i t o r s ,  o r  e n z y m e  a c t i v a t o r s .

U s i n g  t h e s e  t e c h n i q u e s ,  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  e n z y m e  
s u b s t r a t e s  s u c h  a s  p e n i c i l l i n  G , u r e a ,  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  
g l u c o s e ,  s u c r o s e ,  l a c t o s e  a n d  u r i c  a c i d  h a v e  b e e n  a c c o m p l i s h e d ,
0. 5 c m ^  of  a 2 x  10" s o l u t i o n  o f t e n  b e i n g  a n a l y t i c a l l y  
d e t e r m i n a b l e .  E n z y m e  i n h i b i t o r s  ( s u c h  a s  C u ^ ^ ,
c a f f e i n e  a n d  c e r t a i n  o t h e r  a l k a l o i d s )  a n d  a c t i v a t o r s  ( s u c h  a s  
C u ^ ^  a n d  Z n ^ + ) h a v e  a l s o  b e e n  d e t e r m i n e d ,  i n  c e r t a i n  c a s e s  in  
c o n c e n t r a t i o n s  a s  l o w  a s  10"& - 1 0 " ?  m o l  d m " ^ .

A d d i t i o n a l l y ,  o t h e r  u s e s  of  t h e  c o m b i n a t i o n  of  i m m o b i l i z e d  
e n z y m e s  w i t h  t h e r m a l  d e t e c t i o n  s y s t e m s ,  s u c h  a s  t h e  r a p i d  
d e t e r m i n a t i o n  of  t h e  o v e r a l l  e n t h a l p i e s  of h y d r o l y s i s  of  u r e a  a n d  
p e n i c i l l i n a s e - s e n s i t i v e  s e m i - s y n t h e t i c  p e n i c i l l i n s  h a v e  b e e n  
d e v e l o p e d  w h i c h  y i e l d  r a p i d  a n d  h i g h ly  r e p r o d u c i b l e  m e a s u r e m e n t s  
i n  a n  a r e a  w h e r e  l i t t l e  o r  no d a t a  a p p e a r s  i n  t h e  l i t e r a t u r e .
A c o r r e l a t i o n  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  b e t w e e n  t h e  o v e r a l l  e n t h a l p y  
of  h y d r o l y s i s  of  a  s e m i - s y n t h e t i c  p e n i c i l l i n ,  a n d  th e  n a t u r e  of 
t h e  s i d e - c h a i n  in  t h e  6 - a m i n o  p o s i t i o n  of  t h e  p e n i c i l l i n .

A s t r o n g  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  th e  r e l a t i v e  i n h i b i t o r y  p o w e r s  
o f  k n o w n  a n t i - c h o l i n e s t e r a s e  c o m p o u n d s  o n  s o l u b l e  a n d  g l a s s -  
i m m o b i l i z e d  c h o l i n e s t e r a s e  e n z y m e s  h a s  a l s o  b e e n  d e m o n s t r a t e d ,  
s u g g e s t i n g  the  p o s s i b i l i t y  of  u s i n g  t e c h n i q u e s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  
t h e s i s  a s  a  r a p i d  i n i t i a l  s c r e e n i n g  t e s t  f o r  the  p h a r m a c o l o g i c a l  
a c t i v i t y  of  n e w  a n t i - c h o l i n e s t e r a s e  d r u g s .



C H A P T E R  I I n t r o d u c t i o n  

S e c t i o n  1 . 1 . - E n z y m e s  i n  g e n e r a l

1 . 1 . 1 .  A  b r i e f  b a c k g r o u n d  h i s t o r y  a n d  d e s c r i p t i o n  of  e n z y m e s .

E n z y m e s  a r e  b i o l o g i c a l  c a t a l y s t s ,  c o n s i s t i n g  m a i n l y  of  p r o t e i n ,  

w h i c h  p a r t i c i p a t e  i n  m a n y  c h e m i c a l  r e a c t i o n s  o c c u r r i n g  i n  l iv in g  

o r g a n i s m s .  U n l i k e  o r d i n a r y  c h e m i c a l  c a t a l y s t s ^  e n z y m e s  

c h a r a c t e r i s t i c a l l y  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  c a t a l y z e  a  r e a c t i o n  u n d e r  

v e r y  m i l d  c o n d i t i o n s ,  i n  n e u t r a l ,  o r  n e a r - n e u t r a l  a q u e o u s  

s o l u t i o n s  a t  n o r m a l  t e m p e r a t u r e s  a n d  p r e s s u r e s ,  w i t h  v e r y  h i g h  

s p e c i f i c i t y .

E n z y m e  t e c h n o l o g y  i s  t r u l y  a n c i e n t .  P r i m i t i v e  h e r d s m e n  

d i s c o v e r e d  i n  p r e h i s t o r i c  t i m e s  t h a t  s t o r i n g  m i l k  i n  t h e  s t o m a c h s  

o f  a n i m a l s  r e s u l t e d  i n  a  t a s t y  s o l i d  f o o d  ( c h e e s e ) .  T h e  e n z y m e ,  

r e n n i n ,  c l o t s  m i l k  b y  l i m i t e d  h y d r o l y s i s  w h i c h  r e s u l t s  i n  t h e  

f o r m a t i o n  of  s o l i d  c h e e s e .  Y e a s t s  h a v e  l o n g  b e e n  u t i l i s e d  b y  

h u m a n s  i n  t h e  p r o d u c t i o n  of a l c o h o l i c  d r i n k s ,  a l t h o u g h  t h e r e  

w a s  l i t t l e  o r  no u n d e r s t a n d i n g  of  t h e  m e a n s  b y  w h i c h  s u c h  

t r a n s f o r m a t i o n s  o c c u r r e d .

W h a t  w a s  p r o b a b l y  t h e  f i r s t  c l e a r  r e c o g n i t i o n  o f  a n  e n z y m e  w a s  

m a d e  b y  P a y e n  a n d  P e r s o z  ( l )  i n  1833,  w h e n  t h e y  f o u n d  t h a t  a n  

a l c o h o l  p r e c i p i t a t e  of  m a l t  e x t r a c t  c o n t a i n e d  a  t h e r m o l a b i l e  

s u b s t a n c e  w h i c h  c o n v e r t e d  s t a r c h  in to  s u g a r .  T h e  w o r d  

" e n z y m e "  w a s  p r o p o s e d  b y  KUhne i n  1878 (Z), a n d  a l t h o u g h  a  

n u m b e r  of enz-^m e r e a c t i o n s  w e r e  s t u d i e d  i n  t h e  19 th  c e n t u r y ,  

t h e  f r u i t s  of t h i s  e a r l y  e n z y m e  r e s e a r c h  w e r e  n o t  h a r v e s t e d  

u n t i l  t h e  a r r i v a l  of t h e  20 th  c e n t u r y .  M o d e r n  e n z y m e  

c h e m i s t r y  w a s  h e r a l d e d  b y  t h e  p r o p o s e d  h y p o t h e s i s  f o r  e n z y m e
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r e a c t i o n s  of  M i c h a e l i s  a n d  M e n t e n  (3),  a n d  t h e  i s o l a t i o n  of  a n  

e n z y m e ,  u r e a s e ,  b y  S u m n e r  i n  1926 (4 ).  S i n c e  t h e  

i n t r o d u c t i o n  of t h e  w o r d  " e n z y m e " ,  t h e r e  h a s  d e v e l o p e d  a  

c l e a r e r  i d e a  of  w h a t  i t  d e n o t e s ,  a l t h o u g h  a n  e x a c t  d e f i n i t i o n  i s  

riot e a s y .  A n  e n z y m e  i s  o f t e n  d e f i n e d  a s  " a  p r o t e i n ,  o r  

p r o t e i n a c e o u s  s u b s t a n c e  e l a b o r a t e d  b y  a  l i v i n g  c e l l ,  w h i c h  

c a t a l y s e s  a  s p e c i f i c  r e a c t i o n  n e c e s s a r y  f o r  t h e  m a i n t e n a n c e  of  

o f  l i f e "  ( 5). T h i s  d e f i n i t i o n  i s  s a t i s f a c t o r y  f o r  a n  i n t r o d u c t i o n  

t o  e n z y m o l o g y ,  o r  a s  a  " f u n c t i o n a l "  d e f i n i t i o n ,  a l t h o u g h  i t  i s  

no t  c o m p l e t e  i f  one  w i s h e s  to  g a i n  a  t h o r o u g h  u n d e r s t a n d i n g  of  

a n  e n z y m e .  To  do t h i s ,  o n e  m u s t  c o m p r e h e n d  w h a t  a n  e n z y m e  

r e a l l y  i s ,  h o w  i t  e x i s t s  i n  i t s  s p a t i a l  c o n f i g u r a t i o n ,  h o w  i t  

r e a c t s ,  w h a t  f a c t o r s  i n f l u e n c e  i t s  a c t i v i t y ,  a n d  w h y .  I n  a n  

a t t e m p t  to  do t h i s ,  t h r e e  w o r d s  i n  t h e  a b o v e  d e f i n i t i o n  m u s t  b e  

t h o r o u g h l y  e x a m i n e d : -  " p r o t e i n " , " c a t a l y z e "  a n d  " s p e c i f i c " .

A .  E n z y m e s  a s  p r o t e i n s

P r o t e i n s  a r e  m a c r o m o l e c u l e s  c o m p o s e d  of  a m i n o  a c i d s ,  w h i c h  

h a v e  t h e  g e n e r a l  f o r m u l a
C O O H
I

NH^ - C - H 
2 I 

R

F r o m  t h i s  f o r m u l a  i t  i s  o b v i o u s  t h a t  t h e r e  a r e  t w o  a c t i v e  g r o u p s  

o n  t h e  a m i n o  a c i d  w h i c h  p a r t i c i p a t e  i n  p r o t e i n  f o r m a t i o n ,  - s in c e  

t h e  a m i n o  g r o u p  of  o n e  a m i n o  a c i d  c a n  f o r m  a n  a m i d e  b o n d  w i t h  

t h e  c a r b o x y l  g r o u p  o f  a n o t h e r  a m i n o  a c i d : -
C O O HC O O H  C O O H

C - NH - C - H

2 2 

1



T h i s  b o n d  i s  c a l l e d  a  p e p t i d e  b o n d .  C o n s i d e r i n g  t h a t  a l l  a m i n o  

a c i d s  of  i m p o r t a n c e  to  p r o t e i n  c h e m i s t r y  ( w i th  r a r e  e x c e p t i o n s )  

a r e  in  t h e  L - c o n f i g u r a t i o n  a b o u t  t h e  a l p h a  c a r b o n  a t o m ,  t h i s  

g i v e s  s o m e  o r d e r  to  t h e  r e p e a t i n g  c h a i n .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  b o n d

0

N

i t s e l f  h a s  s o m e  p e c u l i a r  p r o p e r t i e s .

123

110'

R e s o n a n c e  s t r u c t u r e  of  t h e  p e p t i d e  b o n d  i s : -

N4-

L o o k i n g  a t  j u s t  one  p e p t i d e  b o n d , . a n d  v i s u a l i z i n g  e x t e n s i o n s  in^ 

b o t h  d i r e c t i o n s ,  o n e  c a n  s e e  t h a t ,  s i n c e  o n ly  L - a m i n o  a c i d s  a r e  

i n v o l v e d ,  a  p a t t e r n  of " u p  a n d  d o w n "  R - g r o u p s  t e n d s  t o  e m e r g e .  

T h u s ,  s o m e  d e g r e e  of r e p e a t a b i l i t y  i s  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  c h a i n .  

I n  a d d i t i o n ,  i t  c a n  b e  n o t i c e d  t h a t  t h e  C - N  b o n d  b e t w e e n  t h e  

c a r b o n y l  a n d  a m i n o  g r o u p s  i s  s h o r t e r  ( 1 . 3 2 A ) ,  t h a n  t h e  a l p h a  

C - N  b o n d  ( l .  47?^). T h i s  r e s u l t s  f r o m  t h e  r e s o n a n c e  s t r u c t u r e
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of  t h e  p e p t i d e  b o n d ,  w h i c h  i m p a r t s  t w o  i m p o r t a n t  c h a r a c t e r i s t i c s  

t o  t h i s  g r o u p .

(1) T h e  b o n d  h a s  p a r t i a l  d o u b l e  b o n d  c h a r a c t e r ,  w h i c h  r e s t r i c t s  

f r e e  r o t a t i o n  a b o u t  t h i s  b o n d ,  a n d

( 2 ) t h e  a t o m s  i n  t h e  b o n d  ( t h e  O a n d  NH) c a n  p a r t i c i p a t e  i n  

h y d r o g e n  b o n d i n g  w i t h  o t h e r  a m i n o  a c i d s  o r  o t h e r  m o l e c u l e s .

T h i s  p e p t i d e  b o n d  i s  t h e  " b a s i c "  b o n d  i n  p r o t e i n  s t r u c t u r e  b e c a u s e  

i t  f o r m s  t h e  b a c k b o n e  t o  t h e  e n t i r e  p r o t e i n  c h a i n .

M o l e c u l a r  b i o l o g i s t s  h a v e  c l e a r l y  s h o w n  t h a t  p r o t e i n s  a r e  b i o s y n 

t h e s i z e d  i n  o n e  lo n g  p o l y p e p t i d e  c h a i n .  T h e s e  c h a i n s  m y  c o n s i s t  

o f  s e v e r a l  h u n d r e d  a m i n o  a c i d s  w h i c h  w o u l d  b e  t h e r m o d y n a m i c a l l y  

u n s t a b l e  i f  t h e y  r e m a i n e d  i n  a n  e x t e n d e d  f o r m .  I n  a  r e v i e w  b y  

W e t l a u f e r  a n d  R i s t o w  (6) o n  t h e  a c q u i s i t i o n  of  t h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  

s t r u c t u r e  of  p r o t e i n s ,  t h e y  s t a t e  " o n e  of  t h e  f i r s t  f u n c t i o n s  of  e v e r y  

p r o t e i n  i s  i t s  o w n  s e l f - a s s e m b l y " .

T h i s  i s  a c c o m p l i s h e d  b y  a  f o ld i n g  p r o c e s s  i n  w h i c h  v a r i o u s  

d i f f e r e n t  t y p e s  of  b o n d s  o r  s t a b i l i z i n g  f o r c e s ,  a r e  i m p o r t a n t : -  

( 1 ) H y d r o g e n  b o n d s  - t h e  s h a r i n g  of  a  p r o t o n  f r o m  o n e  g r o u p  w i t h  

a  p a i r  o f  e l e c t r o n s  f r o m  a n o t h e r  g r o u p ,  e .  g.

C = O? ■ H® - N

( 2 ) I o n i c  b o n d s  - t h e  i n t e r a c t i o n  of t w o  o p p o s i t e l y - c h a r g e d  g r o u p s ,  

e . g .  O
+

- C - O H^  N -

( 3) D i s u l p h i d e  l i n k a g e s  - a  d i s u l p h i d e  b o n d  m a y  b e  f o r m e d  b y  t h e  

o x i d a t i o n  of  tw o  - S H  g r o u p s  (of  c y s t e i n e  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s )

e . g .  2 ( - C H ^ S H )  ..L °.L  - C H ^ - S - S - C H ^  + H^O
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(4) E l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  - t h e  a t t r a c t i o n  b e t w e e n  t w o  

p o l a r i z e d  s p e c i e s .  V a n  d e r  W a a l s '  f o r c e s  a n d  d i p o l e - d i p o l e  

i n t e r a c t i o n s  a r e  i n c l u d e d  i n  t h i s  g r o u p

e .  g.  H®""" _ O® ■ - CH

C H  - O® ■ -  H®"''

(5)  H y d r o p h o b i c  b o n d s  - t h e  a t t r a c t i o n  b e t w e e n  h y d r o c a r b o n  o r  

h y d r o p h o b i c  r e s i d u e s  c a u s e d  b y  t h e  m u t u a l  e x c l u s i o n  o f  w a t e r .

A s  m a n y  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  c a r r y  a  n o n - p o l a r  s i d e  c h a i n ,  t h e  

c o n t r i b u t i o n  of  h y d r o p h o b i c  b o n d s  t o  t h e  o v e r a l l  p r o t e i n  s t r u c t u r e  

m a y  b e  of  c o n s i d e r a b l e  m a g n i t u d e .

A s  a l l  of  t h e s e  f o r c e s  c o m e  i n t o  p l a y ,  e a c h  a m i n o  a c i d  s i d e  c h a i n  

s e e k s  i t s  m o s t  t h e r m o d y n a m i c a l l y  s t a b l e  s t a t e .  A n  e x a m i n a t i o n  

o f  t h e  s i d e - c h a i n s  ( o r  R - g r o u p s )  o f  t h e  t w e n t y  o n e  a m i n o  a c i d s  

m o s t  i m p o r t a n t  to  p r o t e i n  c h e m i s t r y  ( s e e  A p p e n d i x  l )  r e v e a l s  t h a t  

t h e r e  a r e  m a n y  w a y s  t h e  a b o v e  i n t e r a c t i o n s  c a n  c o m e  i n t o  p l a y  i n  

t h e  f o ld i n g  of  a  s i n g l e  p r o t e i n  c h a i n .  H e n c e  i t  c a n  r e a d i l y  b e  

s e e n  t h a t  a l l  a m i n o  a c i d s  h a v e  t h r e e  p o t e n t i a l l y  a c t i v e  g r o u p s  of  

i m p o r t a n c e  to  p r o t e i n  c h e m i s t r y ,  a n d  a l l  c o n t r i b u t e  t o  t h e  u l t i m a t e  

s t r u c t u r e  o f  t h e  p r o t e i n .

P r o t e i n  s t r u c t u r e  i s  u s u a l l y  b r o k e n  d o w n  in to  f o u r  c a t e g o r i e s .

(a)  P r i m a r y  S t r u c t u r e  - t h e  k i n d s ,  n u m b e r  a n d  s e q u e n c e  of  • 

a m i n o  a c i d s  i n  t h e  c h a i n .  T h e  p r i n c i p l e  b o n d  of  i m p o r t a n c e  

i n  t h e  p e p t i d e  b o n d .

(b)  S e c o n d a r y  S t r u c t u r e  - t h e s e  a r e  t h e  a r e a s  of  m o r e  r i g i d l y  

d e f i n e d  s t r u c t u r e  w i t h i n  t h e  c h a i n ,  w h e r e  t h e  a l p h a  h e l i x ,  

p l e a t e d  s h e e t  o r  r a n d o m  c o i l  s t r u c t u r e s  p r e v a i l .  T h e s e  

m o r e  s t r u c t u r e d  a r e a s  r e s u l t  f r o m  t h e  p e p t i d e  b o n d  a n d  f r o m  

h y d r o g e n  b o n d i n g .
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(c) T e r t i a r y  S t r u c t u r e  - t h i s  i s  t h e  s p a t i a l  c o n f i g u r a t i o n  of  t h e  

e n t i r e  p e p t i d e  c h a i n ,  a n d  a l l  b o n d s  a n d  f o r c e s  c o n t r i b u t e

to  t h i s  a s p e c t  of  t h e  p r o t e i n  s t r u c t u r e .

(d) Q u a t e r n a r y  S t r u c t u r e  - c o m p l e x  p r o t e i n s  c o m p o s e d  of  m o r e  

t h a n  one  p e p t i d e  c h a i n  h a v e  a  q u a t e r n a r y  s t r u c t u r e  w h i c h  i s  

t h e  d e s c r i p t i o n  of  t h e  i n t e r a c t i o n  of  t h e  d i f f e r e n t  c h a i n s .

H e r e ,  a l l  b o n d s  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d  a n d  o t h e r  t y p e s  of  

c o v a l e n t  b o n d s  a n d  m e t a l  i n t e r a c t i o n s  c a n  b e  o f  i m p o r t a n c e .

T h e  n e t  r e s u l t  i s  t h a t  a  p a r t i c u l a r  p r o t e i n  e x i s t s  i n  a  s p e c i f i c  

t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  w h i c h  i s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  p r o t e i n .  

T h e r e  a r e  h y d r o p h o b i c  a r e a s ,  a n d  a r e a s  of h y d r a t i o n ,  a s  w e l l  a s  

a m i n o  a c i d  s i d e  c h a i n s  p r o j e c t i n g  f r o m  t h e  s u r f a c e ,  w i t h  v a r y i n g  

p o t e n t i a l  c h e m i c a l  r e a c t i v i t y ,  a n d  t h e  o v e r a l l  p r o t e i n  h a s  a  n e t  

c h a r g e  w h i c h  i s  c o u n t e r a c t e d  b y  i o n s  f r o m  t h e  s u s p e n d i n g  s o l u t i o n .

B . E n z y m e s  a s  C a t a l y s t s

I t  s h o u l d  n o w  b e  a p p a r e n t  h o w  o n e  m o l e c u l e  c a n  d i f f u s e  i n to  t h e  

v i c i n i t y  of  a n  e n z y m e  a n d  b e  h e l d  t h e r e  b e c a u s e  o f  t h e  a t t r a c t i v e  

f o r c e s  of  t h e  p r o j e c t i n g  a m i n o  a c i d  s i d e  c h a i n s .  O t h e r  n e i g h b o u r 

i n g  g r o u p s  m a y  a t t r a c t  a n o t h e r  p o r t i o n  o f  t h i s  m o l e c u l e ,  c a u s i n g  

b o n d  b r e a k a g e  o r  o t h e r  c h a n g e s  i n  t h e  m o l e c u l e .

T h i s  i s  a n  e n z y m a t i c  r e a c t i o n ,  f o r  t h e  r e a c t i v e  s i t e s  o n  t h e  enz^rme 

h a v e  c a t a l y z e d  a  c h e m i c a l  r e a c t i o n ,  c o n v e r t i n g  o n e  m o l e c u l e  i n t o  

a n o t h e r .  C o n s i d e r i n g  t h e  c o m p l e x  n a t u r e  of t h e  e n z y m e  i t s e l f ,  

i t  i s  r e a s o n a b l e  t o  e x p e c t  t h a t  m a n y  p a r a m e t e r s  w i l l  a f f e c t  t h e  

r a t e  of  t h i s  c a t a l y t i c  a c t i v i t y .  T h e s e  w i l l  b e  d e a l t  w i t h  i n  t h e  

n e x t  sub  - s e c t i o n  ( 1 . 1 . 2 . ) .

B e c a u s e  e nz ^ r m a t ic  r e a c t i o n s  a r e  c h e m i c a l  r e a c t i o n s  t h e  b a s i c  

t h e r m o d y n a m i c  p r i n c i p l e s  g o v e r n i n g  a l l  c h e m i c a l  r e a c t i o n s  m u s t  

a p p l y ,  a n d  i t  i s ,  t h e r e f o r e ,  i m p o r t a n t  to  r e a l i z e  t h a t ,  a s  a  

c a t a l y s t ,  e n z y m e s  do not  a l t e r  t h e  p o s i t i o n  of  e q u i l i b r i u m ,  b u t  

m e r e l y  i n c r e a s e  t h e  r a t e  of b o t h  f o r w a r d  a n d  r e v e r s e  r e a c t i o n s ,  

b y  d e c r e a s i n g  t h e i r  a c t i v a t i o n  e n e r g i e s ,  a s  s h o w n  i n  F i g .  1 . 1 . 1 .
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C . E n z y m e s  a s  s p e c i f i c  c a t a l y s t s

N o  f u r t h e r  e x p l a n a t i o n  i s  n e e d e d  t o  s e e  w h y  a n  e n z y m e  c a t a l y z e s  

a  s p e c i f i c  r e a c t i o n .  C o n s i d e r i n g  t h e  n a t u r e  o f  t h e  p r o t e i n ,  t h e  

c h a r g e s ,  a n d  t h e  i n t e r - a t o m i c  d i s t a n c e s  i n  t h e  a c t i v e  s i t e ,  i t  i s  

e v i d e n t  t h a t  o n l y  c e r t a i n  s p e c i f i c  c o m p o u n d s  w i l l  b e  t r a n s f o r m e d  

b y  a n y  e n z y m e .

1. 1 . 2 .  F a c t o r s  a f f e c t i n g  t h e  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  of  e n z - y m e s .

T h e  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  o f  a n  e n z y m e  i s  m e a s u r e d  in  t e r m s  of  t h e  

r e a c t i o n  c a t a l y z e d .  T h e  r e a c t i o n  r a t e  i s  o f t e n  e x p r e s s e d  in  

I n t e r n a t i o n a l  U n i t s  ( I . U . ) ,  one  I . U .  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  f o r m a t i o n  

of  o n e  p m o l  of  p r o d u c t  p e r  m i n u t e .  In  t h e  S I - s y s t e m ,  t h e  un i t  i s  

m o l  s \  a n d  t h i s  q u a n t i t y  i s  c a l l e d  a  k a t a l  (ka t ) .



1 I . U .   1 6 . 6 7  X 10 k a t .

I n  c o n t r a s t  to  t h e  d e t e r m i n a t i o n  of  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u b s t r a t e  

( w h e r e  t h e  a c c u r a c y  o f  t h e  r e s u l t s  of  a  m e t h o d  c a n  b e  c h e c k e d  b y  

c o m p a r i s o n  w i t h  a  c a r e f u l l y  w e i g h e d  s t a n d a r d ) ,  s t a n d a r d i z a t i o n  

i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  c a t a l y t i c  a c t i v i t i e s  o f  e n z y m e s  c a n  b e  

a c h i e v e d  o n l y  on  t h e  b a s i s  of  d e f i n e d  c o n d i t i o n s  o f  m e a s u r e m e n t .

T h e  w e i g h i n g  of a  c r y s t a l l i n e  e n z y m e  w i t h  a  d e f i n i t e  c a t a l y t i c  

a c t i v i t y  w o u l d  b y  no m e a n s  l e a d  t o  i d e n t i c a l  a c c u r a t e  r e s u l t s  

u n d e r  d i f f e r e n t  c o n d i t i o n s  of  m e a s u r e m e n t .  S o m e  o f  t h e  f a c t o r s  

w h i c h  a f f e c t  t h e  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  of  e n z y m e s  a r e  l i s t e d  b e l o w : -

(a) E f f e c t  o f  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n

T h e  b a s i c  e q u a t i o n s  f o r  t h e  r e a c t i o n  of  a n  e n z y m e  a n d  i t s  s u b s t r a t e  

w e r e  d e v e l o p e d  b y  M i c h a e l i s  a n d  M e n t e n  (3 ) .  In  t h e  m e c h a n i s m  

f o r  t h e  r e a c t i o n ,  a  s u b s t r a t e  S, c o m b i n e s  w i t h  t h e  e n z y m e ,  E,  

t o  f o r m  a n  i n t e r m e d i a t e  c o m p l e x  ES,  w h i c h  s u b s e q u e n t l y  b r e a k s  

d o w n  i n to  p r o d u c t s ,  P ,  a n d  l i b e r a t e s  t h e  e n z y m e : -

E  + S =  E S  —^  E  + P
k z

I t  w a s  f u r t h e r  a s s u m e d  t h a t ,  a f t e r  a  v e r y  s h o r t  t i m e ,  a  s t e a d y -

s t a t e  w o u l d  e x i s t  w i t h  r e s p e c t  t o  E S  ( i .  e .  t h e  r a t e  o f  f o r m a t i o n

of  ES w o u l d  e q u a l  t h e  r a t e  of  b r e a k d o w n  of ES) ,  a n d  u n d e r  t h e s e

c o n d i t i o n s  k  [ E]  [ S] = k  [ ES] + k  [ ES]  ,
1 Ù 5-

Q j. [ _  2. ^ 3  =  K ( t h e  M i c h a e l i s  C o n s t a n t )
[ E S ]  k^

T h e  i n i t i a l  r a t e  o f  r e a c t i o n ,  V , c a n  t h e n  b e  s h o w n  t o  b e  r e l a t e d  

t o  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s ,  [ S ] , b y  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n  

( M i c h a e l i s - M e n t e n  e q u a t i o n )  : -



^ ^  k  [E][S]

o r
V [S] V =  m a x

P l o t  of  V v s  [S1

max

Km [S] V m a x
I t  m a y  a l s o  b e  n o t e d  t h a t  w h e n  [S] =  V w i l l  e q u a l  ^ 

a n d  h e n c e  th e  v a l u e  of  [S] w h i c h  i s  e x p e r i m e n t a l l y  fo u n d  to 

g iv e  h a l f  t h e  m a x i m u m  v e l o c i t y  w i l l  be  e q u a l  to  the  M i c h a e l i s  

c o n s t a n t ,  K ^ .  W h e n  [S]<(< t h e  r a t e  w i l l  b e  p r o p o r t i o n a l

to  t h e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n ,  w h i l s t  w h e n  [ S ] ^  K ^ ,  the  

r a t e  w i l l  be  i n d e p e n d e n t  of  t h e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n ,

(b) E f f e c t  of e n z y m e  c o n c e n t r a t i o n

T h e  M i c h a e l i s - M e n t e n  e q u a t i o n  p r e d i c t s  t h a t  th e  i n i t i a l  r a t e  

o f  a n  e n z y m a t i c  r e a c t i o n  i s  p r o p o r t i o n a l  to  t h e  e n z y m e  

c o n c e n t r a t i o n ,  [E ] ,  T h i s  i s  i n d e e d  fo u n d  i n  t h e  g r e a t  m a j o r i t y  

o f  c a s e s .

(c) E f f e c t  of  t e m p e r a t u r e  o n  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  

- (i) o n  i n i t i a l  a c t i v i t y

A s  th e  t e m p e r a t u r e  i s  i n c r e a s e d ,  two s i m u l t a n e o u s  e f f e c t s  

o c c u r :

T h e  r a t e  o f  t h e  r e a c t i o n  i n c r e a s e s ,  a s  i s  o b s e r v e d  in  m o s t  

c h e m i c a l  r e a c t i o n s ,  a n d

T h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  p r o t e i n  d e c r e a s e s  d u e  to  t h e r m a l  

d e a c t i v a t i o n .

T h e  n e t  r e s u l t  i s  a b e l l - s h a p e d  c u r v e ,  th e  p o s i t i o n  of  

t h e  p e a k  of  w h i c h  i s  t i m e - d e p e n d e n t .
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temp
T h e r e f o r e  t h e  t e r m  ‘' t e m p e r a t u r e  o p t i m u m ” i s  m i s l e a d i n g  

a n d  i n a c c u r a t e  u n l e s s  i t  i s  i n t e r p r e t e d  a s  th e  o p t i m u m  

t e m p e r a t u r e  f o r  a  p a r t i c u l a r  s e t  of  r e a c t i o n  p a r a m e t e r s *

- (ii) o n  e n z y m e  s t a b i l i t y

A s  t h e  t e m p e r a t u r e  i n c r e a s e s ,  h y d r o p h o b i c ,  i o n i c  a n d  

e l e c t r o s t a t i c  b o n d s  a r e  w e a k e n e d ,  a n d  i n c r e a s e d  k i n e t i c  

e n e r g y  e n h a n c e s  r o t a t i o n  a b o u t  b o n d s ,  s h i f t i n g  i m p o r t a n t  

R - g r o u p s  f r o m  t h e i r  n o r m a l  p o s i t i o n s ,  r e s u l t i n g  i n  

d e c r e a s e d  e n z y m e  a c t i v i t y *

(d) E f f e c t  of  pH on  E n z y m a t i c  A c t i v i t y

T h e  d e g r e e  of  i o n i z a t i o n  of  t h e  s u r f a c e  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  i s  

a  f u n c t i o n  of  th e  p H  of  t h e  m e d i u m .  A g a i n ,  a  b e l l - s h a p e d  

c u r v e  o f  r a t e  v s  pH  i s  o b t a i n e d ,  b u t  i t  i s  l e s s  i n f l u e n c e d  by  

r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  t h a n  i n  t h e  c a s e  of  t e m p e r a t u r e *  T h e  

m a i n  f a c t o r  i n v o l v e d  i s  th e  s t a t e  of  i o n i z a t i o n  o f  t h e  e n z y m e ,  

w h i c h  m a y  a f f e c t  t h e  s u r f a c e  c h a r g e ,  th e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  

a c t i v e  s i t e ,  a n d  th e  s t a b i l i t y  of  t h e  e n z y m e *  A n  e n z y m e  m a y  

t h e n  b e  s a i d  to h a v e  a n  o p t i m u m  p H ,  T h e  i o n i z a t i o n  of  t h e  

s u b s t r a t e  o r  p r o d u c t  m a y  a l s o  h a v e  to  be  c o n s i d e r e d *

( e ) E f f e c t s  of  i n h i b i t o r s  on  e n z y m a t i c  a c t i v i t y 

T h e s e  c a n  b e  of  s e v e r a l  t y p e s : -  

I r r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r s

- T h e  i n h i b i t o r  c o m b i n e s  w i t h  t h e  e n z y m e ,  a n d  t h e  r e s u l t a n t
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c o m p l e x  i s  s t a b l e  a n d  e n z y m a t i c a l l y  i n a c t i v e .  A  c o m p o u n d

w h i c h  f o r m e d  a  c o v a l e n t  b o n d  w i t h  a  g r o u p  i n  t h e  a c t i v e

s i t e  w o u l d  c a u s e  t h i s  t y p e  o f  r e s u l t s .  I n  p r i n c i p l e ,  o n e  c o u l d

" t i t r a t e ” t h e  a c t i v e  s i t e  w i t h  s u c h  a n  i n h i b i t o r .  S i n c e  the

a c t i v e  c o n c e n t r a t i o n  i s  r e d u c e d ,  V i s  d e c r e a s e d ,  b u t
m a x

r e m a i n s  u n a l t e r e d .  R e a c t i o n s  of  i m p o r t a n c e  a r e : -

E  + S z  E S  — ^  E  + P  S =  S u b s t r a t e

E  + I  E l  I =  I n h i b i t o r

R e v e r s i b l e  i n h i b i t o r s  

-  T h e  c o m p l e x  o f  i n h i b i t o r  a n d  e n z y m e  i s  n o t  s t a b l e ,  a n d  m a y  

b e  r e v e r s e d  by  s u b s t r a t e .  T h e r e  a r e  v a r i o u s  t y p e s  of  

r e v e r s i b l e  i n h i b i t i o n .

C o m p e t i t i v e  -  S a n d  I c o m p e t e  f o r  t h e  s a m e  s i t e  o n  t h e

e n z y m e .  T h e  n e t  e f f e c t  i s  t h a t  i f  t h e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n

i s  v e r y  m u c h  g r e a t e r  t h a n  t h e  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n ,  t h e

r e a c t i o n  r a t e  w i l l  e q u a l  V . . H o w e v e r ,  K  ,  w i l l  i n c r e a s e
m a x  . M

s i n c e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  m u s t  b e  i n c r e a s e d  to  o v e r c o m e  

t h e  e f f e c t  of  t h e  i n h i b i t o r .  R e a c t i o n s  o f  i m p o r t a n c e  a r e :  -

E  + S Z E S --> E  + P

. E  + I. = : E I

E I  + S z  E S  + I ----> E  + P

N o n - c o m p e t i t i v e  - H e r e ,  t h e  i n h i b i t o r  d o e s  n o t  p r e v e n t  th e  

f o r m a t i o n  o f  E S ,  b u t  a f f e c t s  t h e  r a t e  a t  w h i c h  E S  b r e a k s

d o w n  t o  f o r m  E  + P .  R e a c t i o n s  of  i m p o r t a n c e  a r e :  -

E  + S E S  E  + P

E  + I ^  E l

EX + S E I S   > E  + I + P
k'o

E S  + I ^ E I S  ^ )  E  + I + P  w h e r e  k ^ )  k^

V i s  r e d u c e d ,  b u t  , r e m a i n s  u n a l t e r e d ,
m a x  M
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U n c o m p e t i t i v e  -  T h e  i n h i b i t o r  a t t a c h e s  to  E S  f o r m i n g  a n

u n r e a c t i v e  E S I ,  R e a c t i o n s  of  i m p o r t a n c e  a r e :  - 

E  4- S z  E S  — > E  + P  .

E S  + I — > E S I

V i s  d e c r e a s e d ,  a n d  i s  i n c r e a s e d .  '
m a x  M

M i x e d  - V a r i o u s  t y p e s  o f  m i x e d  i n h i b i t i o n  m a y  o c c u r .

(f) O t h e r  f a c t o r s  t h a t  c a n  i n f l u e n c e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  

M a n y  o t h e r  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  m a y  a f f e c t  t h e  o b s e r v e d  

e n z y m a t i c  a c t i v i t y .  T h e s e  i n c l u d e  t h e  i o n i c  s t r e n g t h  of  th e  

m e d i u m  i j j . ) ,  t h e  p r e s s u r e  ( e s p e c i a l l y  i f  o n e  o f  t h e  r e a c t a n t s  

i s  a  g a s ) ,  t h e  b u f f e r i n g  s p e c i e s  e m p l o y e d ,  t h e  p u r i t y  o f  the  

s u b s t r a t e  a n d  o f  t h e  e n z y m e  i t s e l f ,  a n d  a l s o  t h e  p r e s e n c e  o r  

a b s e n c e  of  a c t i v a t o r s .  A l l  o f  t h e s e  f a c t o r s  m u s t  be  

e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d ,  o r  a t  l e a s t  a r b i t r a r i l y  c h o s e n  a n d  

h e l d  c o n s t a n t ,  b e f o r e  a n y  t h o r o u g h  s t u d y  of  a n  e n z y m e  c a n  b e  

m a d e .

1 . 1 . 3 .  U s e  of  e n z y m e s  i n  a n a l y s i s

E n z y m a t i c  a n a l y s i s  i s  b y  no  m e a n s  a  n e w  b r a n c h  o f  a n a l y t i c a l  

c h e m i s t r y ;  O s a n n  d e t e c t e d  h y d r o g e n  p e r o x i d e  u s i n g  p e r o x i d a s e  

i n  18 4 5  (7), H o w e v e r ,  o n l y  m u c h  m o r e  r e c e n t l y ,  w h e n  r e l i a b l e  

o p t i c a l  m e a s u r i n g  i n s t r u m e n t ' s  h a v e  b e c o m e  c o m m e r c i a l l y ,  

a v a i l a b l e ,  h a v e  t h e s e  m e t h o d s  f o u n d  w i d e r  a p p l i c a t i o n .  A n o t h e r  

s t e p  i n  t h i s  d e v e l o p m e n t  w a s  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  f l u o r e s c e n c e  

o f  c e r t a i n  c o e n z y m e s ,  o f t e n  i n c r e a s i n g  th e  s e n s i t i v i t y  of  t h e  

d e t e r m i n a t i o n  b y  two  o r  t h r e e  o r d e r s  of  m a g n i t u d e .  H o w e v e r ,  

t h e  u s e  of  e n z y m e s  i n  a n a l y s i s  h a s  b e e n  s o m e w h a t  r e s t r i c t e d  

b e c a u s e ,  b e i n g  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n s ,  t h e i r  s t a b i l i t y  

w a s  l i m i t e d ,  n e c e s s i t a t i n g  g r e a t  c a r e  i n  t h e i r  p r e p a r a t i o n  a n d
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u s e .  O n  a  g r a m - f o r - g r a m  b a s i s  e n z y m e s  a r e  a l s o  e x t r e m e l y  

e x p e n s i v e  to  p r e p a r e  i n  a  p u r e  f o r m ,  a n d  e n z y m i c  r e a c t i o n s  t e n d  

a l s o  to  b e  p a r t i c u l a r l y  p r o n e  to  i r r e p r o d u c i b i l i t y  a n d  e r r o r  due  

to  pH  a n d  t e m p e r a t u r e  c h a n g e s ,  u n l e s s  l a r g e  a m o u n t s  of  t h e s e  

e x p e n s i v e  r e a g e n t s  w e r e  u s e d  to  a c h i e v e  t r u e  e n d - p o i n t  o r  

e q u i l i b r i u m - t y p e  a s s a y s ,  r a t h e r  t h a n  k i n e t i c  m e a s u r e m e n t s .

I t  h a s  o n l y  b e e n  i n  r e l a t i v e l y  r e c e n t  t i m e s ,  w i t h  t h e  a d v e n t  of  

t e c h n i q u e s  s u c h  a s  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y ,  t h a t  e n z y m e s  h a v e  

b e c o m e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  i n  a  r e a s o n a b l y  p u r e  f o r m ,  a t  

p r i c e s  w h i c h  a r e  no t  p r o h i b i t i v e .

N o n e - t h e - l e s s ,  a n a l y t i c a l  m e t h o d s  b a s e d  o n  t h e  u s e  of  e n z y m e s  

a s  r e a g e n t s  h a v e  b e e n  g a i n i n g  p o p u l a r i t y  o v e r  t h e  p a s t  d e c a d e ,  

l a r g e l y  d u e  to  t h e  f a c t  t h a t  the  i n h e r e n t  s e l e c t i v i t y  of  e n z y m e s  

i s  s u c h  t h a t  d i r e c t  d e t e r m i n a t i o n  of  a  s i n g l e  s p e c i e s  i n  a  c o m p l e x  

m i x t u r e  i s  o f t e n  p o s s i b l e  w i t h o u t  p r i o r  s e p a r a t i o n .  I n  p r i n c i p l e ,  

e n z y m a t i c  m e t h o d s  a r e  s u f f i c i e n t l y  s p e c i f i c  s o  t h a t  i n h e r e n t l y  

n o n - s p e c i f i c  d e t e c t i o n  s y s t e m s ,  i n c l u d i n g  s u c h  t e c h n i q u e s  a s  

m a n o m e t r y ,  p H - s t a t s ,  c o n d u c t o m e t e r s ,  o t h e r  e l e c t r o c h e m i c a l  

a n d  p o t e n t i o m e t r i c  m e t h o d s ,  m i c r o c a l o r i m e t r y  a n d  r a d i o c h e m i c a l  

t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  u s e d ,  a s  w e l l  a s  m o r e  s p e c i f i c  t e c h n i q u e s  

s u c h  a s  p o l a r i m e t r y ,  s p e c t r o p h o t o m e t r y  a n d  f l u o r i m e t r y  (8),

T h e  i m p o r t a n c e  of  e n z y m a t i c  a n a l y s i s  i n  v a r i o u s  f i e l d s  i s  n o w  

m a n i f o l d ,  a n d  th e  f o l l o w i n g  e x a m p l e s  a r e  i l l u s t r a t i v e ,  r a t h e r  

t h a n  c o m p r e h e n s i v e :  -

(a) In  f o o d  c h e m i s t r y

E n z y m e s  a r e  b e i n g  u s e d  to a n  i n c r e a s i n g  e x t e n t  f o r  t h e  d e t e r 

m i n a t i o n  of  c a r b o h y d r a t e s  ( m o n o - ,  d i - ,  a n d  p o l y s a c c h a r i d e s  

a l o n e ,  o r  in  t h e  p r e s e n c e  of  e a c h  o t h e r ) ,  o r g a n i c  a c i d s  s u c h  

a s  c i t r a t e ,  i s o c i t r a t e ,  m a l a t e  a n d  D -  a n d  L -  l a c t a t e ,  a n d
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v a r i o u s  a l c o h o l s  ( e . g .  e t h a n o l ,  g l y c e r o l ,  s o r b i t o l )  (9 ) .

(b) I n  p h a r m a c o l o g y

E n z y m a t i c  m e t h o d s  a r e  b e i n g  u s e d  i n c r e a s i n g l y  i n  b i o c h e m i c a l  

p h a r m a c o l o g y  ( e .  g. a n a l y s i s  of  d i g i t o x i n  i n  h u m a n  b l o o d  b y  a n  

e n z y m e  i m m u n o a s s a y  m e t h o d )  (9 ) .  . .

(c)  I n  c l i n i c a l  c h e m i s t r y  (9)

T h e  c l a s s i c a l  m e t a b o l i t e s  d e t e r m i n a b l e  b y  e n z y m a t i c  a n a l y s i s  

i n c l u d e  g l u c o s e ,  t r i g l y c e r i d e s ,  c h o l e s t e r o l ,  u r i c  a c i d ,  u r e a  a n d  

m a n y  o t h e r s .  H e r e  t oo ,  t h e  p r o d u c t s  of  t h y r o i d  g l a n d  f u n c t i o n ,  

s t e r o i d  h o r m o n e s ,  i n s u l i n ,  i m m u n o g l o b u l i n s ,  v i r a l  a n t i g e n s  e t c . ,  

a r e  d e t e c t e d  b y  m e a n s  of  e n z y m e  i m m u n o a s s a y s .  (9 ) .

S e c t i o n  1 . 2 .- I m m o b i l i z e d  E n z y m e s

1 . 2 .  1. A  b r i e f  h i s t o r y ,  a n d  d e f i n i t i o n ,  of i m m o b i l i z e d  e n z y m e s .

O n e  o f  t h e  e a r l i e s t  r e p o r t s  of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  w a s  t h a t  of 

N e l s o n  a n d  G r i f f i n  i n  1916 ( lO),  w h o  r e p o r t e d  t h e  a d s o r p t i o n  of 

i n v e r t a s e  o n  c h a r c o a l  a n d  a l u m i n a ,  a n d  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e s e  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  r e t a i n e d  t h e i r  a c t i v i t y .  I n  1943,  S u m n e r

( l l ) ,  f o u n d  t h a t  u r e a s e  f r o m  j a c k  b e a n s  b e c a m e  w a t e r - i n s o l u b l e  

o n  s t a n d i n g  i n  30% a l c o h o l  a n d  s o d i u m  c h l o r i d e  f o r  1 - 2  d a y s  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e ,  a n d  t h a t  t h i s  w a t e r - i n s o l u b l e  u r e a s e  w a s  

s t i l l  a c t i v e .  M a n y  o t h e r  r e p o r t s  o f  w a t e r - i n s o l u b l e  e n z y m e s  

a p p e a r e d  d u r i n g  t h e  n e x t  d e c a d e ,  u t i l i z i n g  a  v a r i e t y  o f  s u p p o r t s ,  

a n d  i t  s o o n  b e c a m e  a p p a r e n t  t h a t  i t  w a s  p o s s i b l e ,  b y  c h o i c e  of  a  

s u i t a b l e  m e t h o d ,  to  c o n f i n e  m a n y  e n z y m e s  on,  o r  in ,  a  v a r i e t y  of 

w a t e r - i n s o l u b l e  m a t r i c e s  w i t h  r e t e n t i o n  of  a  l a r g e  p r o p o r t i o n  of 

t h e i r  c a t a l y t i c  a c t i v i t y .  S u c h  e n z y m e s  a r e  r e f e r r e d  t o  b y  v a r i o u s  

n a m e s ,  s u c h  a s  ' ' i n s o l u b i l i z e d  e n z y m e s ' ' ,  " f i x e d  e n z y m e s " ,  

" m a t r i x - b o u n d  e n z y m e s " ,  " s o l i d - s u p p o r t e d  e n z y m e s "  o r  

" g e l - e n t r a p p e d  e n z y m e s " ,  a c c o r d i n g  to  t h e  n a t u r e  of  b i n d i n g  a n d



15

t h e  c h o i c e  of  s u p p o r t .

T h e  t e r m  " i m m o b i l i z e d  e n z y m e "  w a s  r e c o m m e n d e d  a t  t h e  1s t  

E n z y m e  E n g i n e e r i n g  C o n f e r e n c e  i n  1971 ,  to  d e s c r i b e  t h e  g e n e r a l  

c a s e  of  p h y s i c a l  o r  c h e m i c a l  c o n f i n e m e n t  o r  l o c a l i z a t i o n  of  e n z y m e  

m o l e c u l e s  d u r i n g  a  c o n t i n u o u s  c a t a l y t i c  p r o c e s s .  T h e  w o r d  

" c o n t i n u o u s "  i s  e m p h a s i z e d  i n  o r d e r  t o  l i m i t  t h e  d e f i n i t i o n  t o  a  

r e a s o n a b l e  e x t e n t .  A l t h o u g h  a n  e n z y m e  c o n t a i n e d  i n  a  b e a k e r ,  

o r  v i a l ,  c o u l d  b e  t h o u g h t  o f  a s  a n  " i m m o b i l i z e d  e n z y m e " ,  i t  i s  

n o t  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h a t  i n  t h e  c o n t e x t  of  t h e  d e f i n i t i o n  b e c a u s e  

t h e  e n z y m e  c a n n o t  b e  e m p l o y e d  e f f i c i e n t l y  i n  a  c o n t i n u o u s  m a n n e r .

1 . 2 . 2 .  C l a s s i f i c a t i o n  o f  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s .

I m m o b i l i z e d  e n z y m e s  c a n  b e  c l a s s i f i e d  a c c o r d i n g  t o  i m m o b i l i z a t i o n  

p r o c e d u r e ,  a s  s h o w n  i n  F i g .  1 . 2 .  2 . 1 .  T h u s ,  f o r  p r a c t i c a l  p u r p o s e s ,  

e n z y m e s  c a n  b e  c o n s i d e r e d  a s  " n a t i v e " ,  " s o l u b l e  b u t  c h e m i c a l l y  

m o d i f i e d "  o r  " i n s o l u b l e  a n d  c h e m i c a l l y  m o d i f i e d " .

E x c e p t  f o r  t h e  u s e  of  a n  u l t r a f i l t r a t i o n  m e m b r a n e ,  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e s  a r e  w a t e r - i n s o l u b l e ,  a n d  t h e  e n z y m e  r e a c t i o n  i s  c a r r i e d  

o u t  i n  a  h e t e r o g e n o u s  m e d i u m .

A s  c a n  r e a d i l y  b e  s e e n  i n  F i g .  1 . 2 . 2 .  1., i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  

c a n  b e  c l a s s i f i e d  i n t o  t h r e e  b r o a d  t y p e s ,  w h i c h  c a n  o f t e n  b e  

f u r t h e r  s u b - d i v i d e d ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  a c t u a l  t y p e  o f  i m m o b i l i z a t i o n  

p e r f o r m e d .  A  v e r y  b r i e f  a n d  g e n e r a l  d e s c r i p t i o n  of t h e  v a r i o u s  

t y p e s ,  a n d  s u b - t y p e s ,  of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  i s  g i v e n  b e l o w : -

1. C a r r i e r - b o u n d  e n z y m e s  

T h i s  i s  th e  o l d e s t  i m m o b i l i z a t i o n  m e t h o d  f o r  e n z y m e s ,  a n d  t h e  

s u b j e c t  of c o n s i d e r a b l e  p u b l i s h e d  m a t e r i a l .  W h e n  e n z y m e s  

a r e  i m m o b i l i z e d  i n  t h i s  w a y ,  c a r e  i s  r e q u i r e d  r e g a r d i n g  t h e
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s e l e c t i o n  o f  c a r r i e r s ,  a s  w e l l  a s  b i n d i n g  t e c h n i q u e s .  A l t h o u g h  

t h e  s e l e c t i o n  of t h e  c a r r i e r  a l s o  d e p e n d s  u p o n  t h e  n a t u r e  of  t h e  

e n z y m e  i t s e l f ,  p o r e  s i z e ,  p a r t i c l e  s i z e ,  s u r f a c e  a r e a ,  a n d  t h e  

n a t u r e  o f  t h e  s u r f a c e  of  t h e  c a r r i e r  m u s t  a l s o  b e  c o n s i d e r e d .  

G e n e r a l l y  s p e a k i n g ,  i n c r e a s e s  i n  h y d r o p h i l i c  g r o u p s  a n d  s u r f a c e  

a r e a  w i l l  i n c r e a s e  t h e  a m o u n t  of  t h e  b o u n d  e n z y m e  p e r  un i t  

c a r r i e r ,  r e s u l t i n g  i n  h i g h e r  a c t i v i t y  of  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e .

T h e  c a r r i e r - b i n d i n g  m e t h o d  c a n  b e  f u r t h e r  d i v i d e d  i n t o  t h r e e  

c a t e g o r i e s ,  a c c o r d i n g  to  t h e  b i n d i n g  m o d e  of  t h e  e n z y m e .

(a)  P h y s i c a l l y  a d s o r b e d  e n z y m e s

T h i s  m e t h o d  i s  b a s e d  o n  t h e  p h y s i c a l  a d s o r p t i o n  of  e n z y m e  p r o t e i n  

o n  t h e  s u r f a c e  of  w a t e r - i n s o l u b l e  c a r r i e r s ,  e . g .  ( lO),  (12) ,  (13).' 

T h e  m e t h o d  c a u s e s  l i t t l e  o r  no c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  o f  t h e  

e n z y m e  p r o t e i n ,  o r  d e s t r u c t i o n  o f  i t s  a c t i v e  c e n t r e .  H o w e v e r ,  

t h i s  m e t h o d  h a s  t h e  d i s a d v a n t a g e  t h a t  t h e  a d s o r b e d  e n z y m e  m a y  

l e a k  f r o m  t h e  c a r r i e r ,  b e c a u s e  t h e  f o r c e s  b i n d i n g  t h e  p r o t e i n  

a n d  c a r r i e r  a r e  w e a k ,  b e i n g  p r i n c i p a l l y  h y d r o g e n - b o n d i n g ,  

h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n  a n d  v a n  d e r  W a a l s '  f o r c e s .

(b) l o n i c a l l y  b o u n d  e n z y m e s

T h i a  m e t h o d  i s  b a s e d  on  t h e  i o n i c  b i n d i n g  of e n z y m e  p r o t e i n  to  

w a t e r - i n s o l u b l e  c a r r i e r s  c o n t a i n i n g  i o n - e x c h a n g e  r e s i d u e s ,

. e . g .  ( 14 ), ( 15) , ( 16). In  s o m e  c a s e s ^  no t  o n l y . i o n i c  b i n d i n g ,  

b u t  a l s o  p h y s i c a l  a d s o r p t i o n  m a y  t a k e  p l a c e  i n  t h e  b i n d i n g .

A s  w i t h  p h y s i c a l  a d s o r p t i o n ,  i o n i c  b i n d i n g  c a u s e s  l i t t l e  o r  no 

c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  t h e  a c t i v e  s i t e  of t h e  e n z y m e ,  a n d  o f t e n  

y i e l d s  h i g h  e n z y m e  a c t i v i t y .  A g a i n ,  a s  w i t h  p h y s i c a l  a d s o r p t i o n ,  

t h e  b i n d i n g  f o r c e s  b e t w e e n  p r o t e i n  a n d  s u p p o r t  a r e  l e s s  s t r o n g  

t h a n  i n  c o v a l e n t  b i n d in g ,  so  l e a k a g e  o f  e n z y m e  f r o m  t h e  c a r r i e r  

m a y  o c c u r  i n  s o l u t i o n s  of h i g h  i o n i c  s t r e n g t h ,  o r  u p o n  t h e



18

v a r i a t i o n  of  p H .

(c)  C o v a l e n t l y  b o u n d  e n z y m e s

T h i s  i s  b a s e d  o n  t h e  b i n d i n g  of  e n z y m e s  t o  w a t e r - i n s o l u b l e  

c a r r i e r s  b y  c o v a l e n t  b o n d s .  A m o n g s t  t h e  v a r i o u s  c a r r i e r - b i n d i n g  

m e t h o d s ,  m o s t  s t u d i e s  h a v e  u t i l i z e d  t h i s  t e c h n i q u e .  T h e  

f u n c t i o n a l  g r o u p s  t h a t  c a n  t a k e  p a r t  i n  t h e  c o v a l e n t  b i n d i n g  of a n  

e n z y m e  t o  a  c a r r i e r  a r e  : -

(1)  c u o r £ , - a m i n o  g r o u p s  ( e . g .  t e r m i n a l  a m i n o  g r o u p s ,  o r  l y s i n e  

r e s i d u e s ) .

(2) a - ,  (3-, o r  y - c a r b o x y l  g r o u p s  ( e . g .  a s p a r t i c  a c i d ,  g l u t a m i c  

a c i d ,  p r o l i n e  o r  h y d r o x y p r o l i n e  r e s i d u e s ) .

(3)  s u l p h y d r y l  g r o u p s  ( e . g .  c y s t e i n e  r e s i d u e s ) .

( 4 ) h y d r o x y l  g r o u p s  ( e . g .  s e r i n e ,  t h r e o n i n e ,  h y d r o x y p r o l i n e  

r e s i d u e s ) .

( 5) i m i d a z o l e  g r o u p s  ( e . g .  h i s t i d i n e  r e s i d u e s )

(6)  p h e n o l i c  g r o u p s  ( e . g .  t y r o s i n e  r e s i d u e s ) .

T h e  s e l e c t i o n  of  c o n d i t i o n s  f o r  i m m o b i l i z a t i o n  b y  c o v a l e n t  b i n d i n g  

i s  m o r e  d i f f i c u l t  t h a n  i n  t h e  p r e v i o u s  e x a m p l e s .  T h e  r e a c t i o n  

c o n d i t i o n s  r e q u i r e d  a r e  no t  p a r t i c u l a r l y  m i l d ,  a n d ,  i n  s o m e  c a s e s ,  

c o v a l e n t  b i n d i n g  m a y  a l t e r  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  s t r u c t u r e ,  a n d / o r  

t h e  a c t i v e  c e n t r e  of  t h e  e n z y m e ,  r e s u l t i n g  i n  a  m a j o r  l o s a  of  

a c t i v i t y .  . H o w e v e r ,  t h e  b i n d i n g  f o r c e  b e t w e e n  t h e  e n z y m e  

a n d  c a r r i e r  i s  s t r o n g , ,  a n d  l e a k a g e  o f  t h e  e n z y m e  d o e s  no t  o c c u r  

e v e n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s u b s t r a t e  o r  s a l t  s o l u t i o n s  o f  h i g h  i o n i c  

s t r e n g t h .  A m o n g s t  t h e  m o s t  p o p u l a r  m e t h o d s  a r e  d i a z o - c o u p l i n g  

( t o  t y r o s i n e  r e s i d u e s )  e . g .  ( 1 7 - 2 4 ) ,  c o u p l i n g  to  g l u t a r a l d e h y d e -  

a c t i v a t e d  s u p p o r t s  ( v i a  l y s i n e  r e s i d u e s  a n d  t e r m i n a l  a m i n o  g r o u p s ) ,  

e . g. (2 5 -3  5), a n d  c o u p l i n g  to  c y a n o g e n  b r o m i d e  a c t i v a t e d  c e l l u l o s e s
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( a l s o  v i a  l y s i n e  r e s i d u e s  a n d  t e r m i n a l  a m i n o  g r o u p s ) ,  e . g .

( 3 6 - 3 8 ) ,  w h i l s t  a m o n g s t  t h e  m o s t  p o p u l a r  s u p p o r t s  a r e  i n c l u d e d  

c o n t r o l l e d  p o r o s i t y  g l a s s  e . g .  ( 2 0 - 2 1 ) ,  ( 2 3 - 2 5 ) ,  (31) ,  p o l y a c r y l a m i d e  

e . g .  (17 -18) ,  ( 2 9 ), ( 3 4 - 3 5 )  c e l l u l o s e ,  a n d  v a r i o u s  of  i t s  d e r i v a t i v e s  

e . g .  ( 19), ( 2 6 ), ( 3 6 - 3 8 )  a n d  ny lo n ,  e . g .  (32,  33) , 3 9 - 4 2 ) ,  A n  

e x c e l l e n t  r e v i e w  of  v a r i o u s  e n z y m e  i m m o b i l i z a t i o n  m e t h o d s ,  a n d  

s u p p o r t s ,  i s  g i v e n  b y  M o s b a c h  (43) .

2 . C r o s s - l i n k e d  e n z y m e s

T h i s  i m m o b i l i z a t i o n  m e t h o d  i s  b a s e d  o n  t h e  f o r m a t i o n  o f  c h e m i c a l  

b o n d s ,  a s  i n  t h e  c o v a l e n t  b i n d i n g  m e t h o d .  H o w e v e r ,  t h e  

i m m o b i l i z a t i o n  of  t h e  e n z y m e  i s  h e r e  p e r f o r m e d  b y  t h e  f o r m a t i o n  

of  i n t e r m o l e c u l a r  c r o s s - l i n k a g e s  b e t w e e n  m o l e c u l e s  b y  m e a n s  of  

b i -  o r  m u l t i f u n c t i o n a l  r e a g e n t s ,  s u c h  a s  g l u t a r a l d e h y d e  e . g .  ( 4 4 - 4 6 ) ,  

o r  d i i s o c y a n a t e s  (47) .  T h e  c r o s s  l i n k i n g  a g e n t  i s  c h o s e n  to  b i n d  

f u n c t i o n a l  g r o u p s  s p e c i f i c a l l y  on  t h e  p r o t e i n  not  i n v o l v e d  i n  t h e  

a c t i v e  s i t e ,  b u t  b e c a u s e  t h e  c o n d i t i o n s  a r e  a g a i n  r e l a t i v e l y  s e v e r e ,  

t h e  c o n f o r m a t i o n  of t h e  a c t i v e  c e n t r e  of  t h e  e n z y m e  m a y  b e  a f f e c t e d  

b y  t h e  r e a c t i o n  l e a d i n g  to  s i g n i f i c a n t  l o s s  of a c t i v i t y .

3.  E n t r a p p e d  e n z y m e s

(a)  E n z y m e s  e n t r a p p e d  w i t h i n  p o l y m e r  m a t r i c e s

E n z y m e s  a n d  c e l l s  h a v e  b e e n  e n t r a p p e d  i n  t h e  i n t e r s t i t i a l  s p a c e s  

of  c r o s s - l i n k e d  p o l y m e r s ,  e .  g'. ( 4 8 - 5 0 ) .  ' E n t r a p m e n t  i s  a c c o m p l i s h e d  

b y  c r o s s - l i n k i n g  a f t e r  a d d i t i o n  of t h e  p r o t e i n .  T h e  e n t r a p p e d  e n z y m e ,  

o n c e  w i t h i n  t h e  c r o s s - l i n k e d  p o l y m e r ,  c a n n o t  e s c a p e  f r o m  t h e  m a t r i x ,  

b u t ,  on  t h e  o t h e r  h a n d ,  on ly  low  m o l e c u l a r  w e i g h t  s u b s t r a t e s  c a n  

r e a c h  s u c h  a n  e n t r a p p e d  e n z y m e .

(b) M i c r o e n c a p s u l a t e d  e n z y m e s

P r o t e i n s  a n d  o t h e r  m a t e r i a l  c a n  b e  i m m o b i l i z e d  w i t h i n  m i c r o c a p s u l e s  

p r e p a r e d  f r o m  o r g a n i c  p o l y m e r s  e . g .  (51,  52) . T h e  e n t r a p p e d  

m a c r o m o l e c u l e s  c a n n o t  e s c a p e ,  bu t  low m o l e c u l a r  w e i g h t  m a t e r i a l s
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c a n  e n t e r  a n d  l e a v e  t h e  m i c r o c a p s u l e s  b y  d i f f u s i o n  t h r o u g h  t h e  

m e m b r a n e .  T h e  m e m b r a n e s  a r e  g e n e r a l l y  p r e p a r e d  b y  t h e  

p r o c e s s  of  p h a s e  s e p a r a t i o n  w h i c h  i s  s i m i l a r  t o  t h e  h o m o g e n i z a t i o n  

of  w a t e r  i n  o i l .  O ne  p h a s e  i s  no t  m i s c i b l e  w i t h  t h e  o t h e r ,  b u t  

f o r m s  a  d r o p l e t  o r  c o a x e r v a t e  w i t h  t h e  o t h e r  p h a s e  w h e n  m i x e d .

(c) E n z y m e s  e n t r a p p e d  b y  u l t r a f i l t r a t i o n  a n d  h o l l o w - f i b r e  d e v i c e s  

I m m o b i l i z a t i o n  o f  a  p r o t e i n  d e v i c e  c o n t a i n i n g  s e m i - p e r m e a b l e  

m e m b r a n e s  ( e . g .  s t a n d a r d  u l t r a f i l t r a t i o n  e q u i p m e n t )  i s ,  i n  a  

s e n s e ,  f i g u r a t i v e ,  s i n c e  i m m o b i l i z a t i o n  s i m p l y  c o n s i s t s  of  p l a c i n g  

t h e  p r o t e i n  i n  s o l u t i o n  on  o n e  s i d e  of a  s e m i - p e r m e a b l e  m e m b r a n e  

w h i c h  i s  p e r m e a b l e  to  s m a l l  m o l e c u l e s  on ly  ( 5 3 ) .  A l t h o u g h  t h e  

e n z y m e  i s  s t i l l  i n  i t s  n a t i v e  s t a t e ,  s u c h  a n  e n z y m e  w o u l d  s t i l l  

o b e y  t h e  c r i t e r i a  u s e d  t o  d e f i n e  a n  i m m o b i l i z e d  e n z y m e ,  a s  

s t a t e d  e a r l i e r .

1 . 2 . 3 .  P r o p e r t i e s  o f  I m m o b i l i z e d  E n z y m e  s. c o m p a r e d  to  f r e e  

E n z y m e s .

T h e  m a i n  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  a  f r e e  a n d  a n  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  

i s  t h a t ,  o n c e  i m m o b i l i z e d ,  t h e  e n z y m e  i s  no l o n g e r  c o m p l e t e l y  

s u r r o u n d e d  b y  a n  a q u e o u s  e n v i r o n m e n t .  One  c a n  s u s p e n d  t h e  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e  i n  a  s o l u t i o n  of  s u b s t r a t e ,  a c t i v a t o r s  o r  

o t h e r  c o m p o n e n t s  a t  a  p a r t i c u l a r  pH  a n d  i o n i c  s t r e n g t h ,  b u t  

t h e r e  i s  no a s s u r a n c e  t h a t  t h e  c o n d i t i o n s  i n  t h e  m e d i u m  

i m m e d i a t e l y  s u r r o u n d i n g  t h e  e n z y m e  ( i t s . " m i c r o e n v i r o n m e n t " )  

a r e  t h e  s a m e  a s  t h o s e  i n  t h e  e x t e r n a l  s o l u t i o n .  I n d e e d ,  t h e y  

m a y  b e  q u i t e  d i f f e r e n t .

A n y  c h a n g e  i n  a  c h e m i c a l  o r  p h y s i c a l  p r o p e r t y  of  a n  e n z y m e  u p o n  

i m m o b i l i z a t i o n  c a n  b e  c o n v e n i e n t l y  v i e w e d  a s  b e i n g  d u e  e i t h e r  to  

t h e  n a t u r e  of  t h e  w a t e r - i n s o l u b l e  s u p p o r t  o r  t o  s o m e  a c t u a l  

a l t e r a t i o n  of  t h e  e n z y m e  i t s e l f .  I t  i s  o f t e n  e x t r e m e l y  d i f f i c u l t .
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i f  no t  i m p o s s i b l e , t o  a s c r i b e  p r e c i s e l y  t h e  c a u s e  a n d  m a g n i t u d e  

of  a n  a l t e r a t i o n  i n  a  p r o p e r t y  of  a n  e n z y m e  u p o n  i t s  i m m o b i l 

i z a t i o n .

I n  t h e  f o r m e r  c a s e  t h e  m a j o r  e f f e c t s  i n v o l v e d  a r e  t h e  d i f f u s i o n  

of  t h e  s u b s t r a t e  a c r o s s  a  r e l a t i v e l y  p o o r l y  s t i r r e d  N e r n s t  

d i f f u s i o n  l a y e r  t o  t h e  e n z y m e  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  c a r r i e r  

( e x t e r n a l  m a s s  t r a n s f e r  e f f e c t s )  o r  t h r o u g h  v i r t u a l l y  s t a g n a n t  

c o n d i t i o n s  i n s i d e  a  p o r e  i n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  c a r r i e r  t o  a n  

e n z y m e  s i t u a t e d  on  t h e  i n s i d e  of  t h e  p o r e  ( i n t e r n a l  m a s s  t r a n s f e r  

e f f e c t s ) ;  t o  e l e c t r o s t a t i c  o r  o t h e r  ( e . g .  h y d r o p h o b i c )  i n t e r a c t i o n s  

b e t w e e n  t h e  c a r r i e r  a n d  s u b s t r a t e ,  a c t i v a t o r s ,  i n h i b i t o r s  o r  b u f f e r ,  

a n d  t o  s t e r i c  h i n d r a n c e  e f f e c t s .

A l l  t h e s e  e f f e c t s  c a n  b e  s u m m e d  up  i n  t h e  t e r m  " m i c r o e n v i r o n 

m e n t a l  e f f e c t s " ,  and, i n  m o s t  c a s e s ,  t h e .  c h a n g e s  i n  t h e  

p r o p e r t i e s  o b s e r v e d  a r e  a p p a r e n t  c h a n g e s ,  w h i c h  w o u l d  no t  b e  

p r e s e n t  i n  t h e  a b s e n c e  of t h e  c a r r i e r ,  p r e v e n t i n g  t h e  e n z y m e  

f r o m  d i f f u s i n g  f r e e l y  i n t o  t h e  b u l k  so lu t ion ,-  r a t h e r  t h a n  to  a n y  

c h a n g e s  i n  t h e  a c t u a l  p r o p e r t i e s  of  t h e  e n z y m e s .

T h e  l a t t e r  c a s e  , h o w e v e r ,  i n v o l v e s  a c t u a l  m o d i f i c a t i o n  of a m i n o  

a c i d  r e s i d u e s  i n  t h e  a c t i v e  s i t e  of  t h e  p r o t e i n ,  c o n f o r m a t i o n a l  

c h a n g e s  of  t h e  e n z y m e  p r o t e i n ,  a n d  c h a n g e s  i n  t h e  c h a r g e  o n  t h e  

e n z y m e  d u e  t o  i t s  c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n .  S o m e  o f  t h e  p r o p e r t i e s  

o f  e n z y m e s  o f t e n  f o u n d  to  be  a l t e r e d  u p o n  i m m o b i l i z a t i o n  a r e  a s  

f o l l o w s : -

( l )  E n z y m e  a c t i v i t y

T h e  u s u a l  w a y  of  e x p r e s s i n g  t h e  a c t i v i t y  of a n  e n z y m e  i s  i n ^ - m o l  

o f  p r o d u c t  f o r m e d  p e r  m i n u t e  ( I n t e r n a t i o n a l  U n i t s ) .  N o r m a l l y  t h i s  

m e t h o d  i s  a l s o  u s e d  f o r  e x p r e s s i n g  t h e  a c t i v i t y  of  a n  i m m o b i l i z e d
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e n z y m e .  S i n c e  t h e  a c t i v i t y  i s  d e p e n d e n t  on  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of 

t h e  e n z y m e ,  a n y t h i n g  t h a t  a f f e c t s  t h e  e f f e c t i v e  c o n c e n t r a t i o n  of t h e  

e n z y m e  w i l l  a f f e c t  t h i s  p a r a m e t e r .  T h e  a c t i v i t y  of  a n  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e  c a n  v a r y  f r o m  n i l  to  a p p a r e n t l y  h i g h e r  v a l u e s  (54)  t h a n  . the 

n a t i v e ,  w a t e r -  s o l u b l e  e n z y m e .  I n  g e n e r a l  t h e r e  s e e m s  to  b e  no 

n o r m a l  o r  e x p e c t e d  r a n g e  of  a c t i v i t i e s  f o r  a n  i m m o b i l i z e d  e n z y m e ,  

t h e  a c t i v i t y  o b t a i n e d  b e i n g  d e p e n d e n t  o n  t h e  p a r t i c u l a r  e n z y m e ,  

s u p p o r t ,  m e t h o d  of  i m m o b i l i z a t i o n  a n d  o f t e n  t h e  i n d i v i d u a l  

e x p e r i m e n t a l i s t .

( 2 ) S u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y

T h e  r e l a t i v e  a c t i v i t i e s  t o w a r d s  tw o  d i f f e r e n t  s u b s t r a t e s  s h o w n  b y  

a n  e n z y m e  o f t e n  c h a n g e s  u p o n  i m m o b i l i z a t i o n  of t h e  e n z y m e ,  

p a r t i c u l a r l y  w h e r e  one  s u b s t r a t e  i s  of  a  v e r y  h i g h  m o l e c u l a r  

w e i g h t .  T h i s  i s  o f t e n  due  to  t h e  s l o w e r  r a t e  of  d i f f u s i o n  of  t h e  

h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  s u b s t r a t e  to  t h e  e n z y m e  f r o m  t h e  b u l k  s o l u t i o n ,  

o r  t o  g r e a t e r  s t e r i c  h i n d r a n c e  to  t h e  a p p r o a c h  of  t h e  h i g h  m o l e c u l a r  

w e i g h t  s u b s t r a t e  to  t h e  a c t i v e  s i t e  of  t h e  e n z y m e  ( 5 5 - 5 6 ) ,  p a r t i c u l a r l y  

w h e r e  t h e  e n z y m e  i s  i m m o b i l i z e d  b y  a n  " e n t r a p p i n g "  m e t h o d .  (48) .

T h e  o p p o s i t e  e f f e c t  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  (57) w h e r e  t h e  h i g h  

m o l e c u l a r  w e i g h t  s u b s t r a t e  w a s  a t t r a c t e d  p r e f e r e n t i a l l y  t o w a r d s  t h e  

c a r r i e r .  I n m o s t  c a s e s ,  t h e s e  e f f e c t s  s e e m  to  b e  a p p a r e n t ,  r a t h e r  

t h a n  r e a l .  • . .

( 3) p H - a c t i v i t y  . ,

A l m o s t  a l l  s u p p o r t s  a r e  c h a r g e d  to  s o m e  d e g r e e  a n d  i n  p r a c t i c a l l y  a l l  

i m m o b i l i z a t i o n  t e c h n i q u e s  s o m e  c h a r g e d  m a t e r i a l  i s  i n t r o d u c e d  a t  s o m e  

t i m e ,  e v e n  i f  i t  i s  on ly  p r o t e i n .  T h e  n e t  c h a r g e  of  a  m a t r i x  c a n  h a v e  

a p r o f o u n d  i n f l u e n c e  on  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  of a n  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  

d u e  t o  i t s  e f f e c t  on t h e  m i c r o e n v i r o n m e n t  of  t h a t  e n z y m e .



23

F o r  e x a m p l e ,  i n  t h e  c a s e  of  a n  e n z y m e  i m m o b i l i z e d  t o  a  

n e g a t i v e l y  c h a r g e d  c a r r i e r ,  t h e  h y d r o g e n  i o n  c o n c e n t r a t i o n  i n  

t h e  d o m a i n  of  t h i s  c a r r i e r  w i l l  b e  g r e a t e r  t h a n  t h a t  i n  t h e  b u l k  

s o l u t i o n  ( t h e  p h a s e  m e a s u r e d  e x p e r i m e n t a l l y  w i t h  a  pH  m e t e r ) .  

C o n s e q u e n t l y ,  t h i s  e n z y m e  w i l l  e x p e r i e n c e  a  h y d r o g e n  i o n  

c o n c e n t r a t i o n  t h a t  i s  h i g h e r  t h a n ' t h a t  of t h e  b u l k  s o l u t i o n ,  

p a r t i c u l a r l y  i n  l o w  i o n i c - s t r e n g t h  m e d i a ,  a p p a r e n t l y  d i s p l a c i n g  

t h e  o p t i m u m  pH f o r  t h e  e n z y m e  t o w a r d s  b u l k  s o l u t i o n s  of  l o w e r  

h y d r o g e n  i o n  c o n c e n t r a t i o n  ( i .  e .  m o r e  a l k a l i n e ) .  T h e  o p p o s i t e  

e f f e c t  ( i . e .  d i s p l a c e m e n t  of pH o p t i m u m  t o w a r d s  l o w e r  pH) 

i s  o f t e n  o b s e r v e d  f o r  e n z y m e s  i m m o b i l i z e d  to  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  

s u p p o r t s  ( 58 - 6 0 ).

( 4 ) T e m p e r a t u r e -  s t a b i l i t y

A t  p r e s e n t ,  t h e r e  i s  c o n s i d e r a b l e  c o n f u s i o n  i n  t h e  l i t e r a t u r e  a s  

t o  w h e t h e r  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  i n  g e n e r a l  h a v e  e n h a n c e d  

t h e r m a l  s t a b i l i t i e s .  A l t h o u g h  t h e r e  a r e  f a r  m o r e  e x a m p l e s  of 

e n h a n c e d  t h e r m a l  s t a b i l i t y  i n  t h e  l i t e r a t u r e ,  t h i s  m a y  b e  due  to  

s e l e c t i v e  r e p o r t i n g .  N o n e - t h e - l e s s ,  M e l r o s e  (61)  h a s  found  

t h a t  of  f i f t y  e n z y m e s  s t u d i e d ,  u p o n  i m m o b i l i z a t i o n  t h i r t y  s h o w e d  - 

i n c r e a s e d  t e m p e r a t u r e  s t a b i l i t y ,  e i g h t  h a d  l e s s ,  w h i l s t  t w e l v e  

h a d  a  s i m i l a r  s t a b i l i t y  to  t h a t  of  t h e  f r e e  e n z y m e .  I t  t h e r e f o r e  

s e e m s  l i k e l y  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  e n z y m e s  w i l l  e x h i b i t  i n c r e a s e d  

t e m p e r a t u r e  s t a b i l i t y  u p o n  i m m o b i l i z a t i o n ,  p r o v i d e d  t h a t  a  

s u i t a b l e  i m m o b i l i z a t i o n  m e t h o d  i s  u s e d .  T h i s  i s  p r o b a b l y  due  

to  a  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  s t a b i l i z a t i o n  of  t h e  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  of 

t h e  e n z y m e  b y  b i n d i n g  ( c o v a l e n t l y - b o u n d  o r  c r o s s - l i n k e d  e n z y m e s )  

a n d  t o  p r o t e c t i o n  f r o m  t u r b u l e n c e  ( a l l  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s ) .

( 5) M i c h a e l i s  C o n s t a n t ( K ^ )

T h i s  m a y  i n c r e a s e ,  r e m a i n  u n a l t e r e d ,  o r  ( o c c a s i o n a l l y ) ,  

d e c r e a s e  u p o n  i m m o b i l i z a t i o n .  A s  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d ,  t h e
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M i c h a e l i s  c o n s t a n t  i s  e q u a l  t o  t h e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  w h i c h  

w i l l  g ive  h a l f  t h e  m a x i m u m  v e l o c i t y .  A s  t h e  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e  p a r t i c l e s  a r e  s u r r o u n d e d  b y  a  p o o r l y - s t i r r e d  N e r n s t  

d i f f u s i o n  l a y e r ,  w h i c h , r e l a t i v e  to  t h e  b u l k  s o l u t i o n ,  i s  d e p l e t e d  

i n  s u b s t r a t e  a n d  r i c h  i n  p r o d u c t ,  h a l f -  s a t u r a t i o n  o f  t h e  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e  w i l l  n o r m a l l y  o c c u r  a t  a  h i g h e r  b u l k  s o l u t i o n  

s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  t h a n  n o r m a l l y  r e q u i r e d  t o  h a l f - s a t u r a t e  

t h e  f r e e l y  s o l u b l e  e n z y m e .  T h i s ,  i n  t u r n ,  w i l l  g i v e  a  h i g h e r  

a p p a r e n t  v a l u e  of  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  f o r  i t s  s u b s t r a t e .

E v e n  so, t h e  a p p a r e n t  f o r  a n  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  i s  ( i n  t h e

o p i n i o n  of t h e  a u t h o r )  a  l a r g e l y  m e a n i n g l e s s  t e r m ,  u n l e s s  e v e r y  

c o n d i t i o n  u n d e r  w h i c h  i t  i s  m e a s u r e d  i s  r i g o r o u s l y  s p e c i f i e d .

F o r  e x a m p l e ,  i f  t h e  t h i c k n e s s  of  t h e  N e r n s t  d i f f u s i o n  l a y e r  w a s  

r e d u c e d  b y  m e t h o d s  s u c h  a s  r e d u c i n g  t h e  p a r t i c l e  s i z e  of  t h e  

s u p p o r t ,  i n c r e a s i n g  t h e  s t i r r i n g  r a t e  of t h e  s u s p e n d e d  p a r t i c l e s ,  

o r  e v e n  s o l u b i l i z i n g  t h e  w a t e r - i n s o l u b l e  d e r i v a t i v e ,  t h e n  th e  

a p p a r e n t  v a l u e  s h o u l d  b e  c o n s i d e r a b l y  r e d u c e d  a n d  c o u l d  e v e n

a p p r o a c h  t h e  t r u e  (6 0 , 6 2 - 6 4 ).

T h e  c h a r g e  o n  t h e  s u p p o r t  p a r t i c l e s  m a y  a l s o  i n f l u e n c e  t h e  

a p p a r e n t  v a l u e  ( p a r t i c u l a r l y  w h e r e  t h e  s u b s t r a t e  i s  a l s o

c h a r g e d ) .  O p p o s i t e  c h a r g e s  o n  t h e  s u p p o r t  a n d  s u b s t r a t e  w i l l  - 

t e n d  to  i n c r e a s e  t h e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  m i c r o e n v i r o n 

m e n t  of t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e ,  g i v in g  a  l o w e r  a p p a r e n t  

v a l u e  t h a n  o t h e r w i s e  e x p e c t e d ,  w h i l s t  t h e  o p p o s i t e  e f f e c t  w o u l d  

b e  o b s e r v e d  f o r  l i k e  c h a r g e s  on t h e  s u p p o r t  a n d  s u b s t r a t e  ( 6 5 - 6 6 ) .

W h e r e a s  a l l  t h e  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  f a c t o r s  a f f e c t e d  th e  a p p a r e n t 

K - d u e  t o  t h e i r  i n f l u e n c e  o n  t h e  m i c r o e n v i r o n m e n t  of th e  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e ,  i t  i s  a l s o  p o s s i b l e  to  i m a g i n e  t h e  c h e m i c a l  

m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  i n t r o d u c i n g  s o m e  c o n f o r m a t i o n a l
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r i g i d i t y  to  t h e  e n z y m e ,  a n d  p l a c i n g  a  r e s t r i c t i o n  on  t h e  e a s e  of  

a c h i e v i n g  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  w h i c h  m a y  b e  n e c e s s a r y  

f o r  c a t a l y s i s .  T h e  a c t i v e  s i t e  o f  t h e  e n z y m e  m a y  a l s o  b e  

s t e r i c a l l y  h i n d e r e d .  T h e s e  w i l l  r e s u l t  i n  c h a n g e s  i n  t h e  

M i c h a e l i s  c o n s t a n t  w h i c h  a r e  rea l>  r a t h e r  t h a n  a p p a r e n t .

(6) I o n i c  s t r e n g t h

A g a i n ,  t h e r e  i s  no a s s u r a n c e  t h a t  t h e  i o n i c  s t r e n g t h  of  t h e  m i c r o 

e n v i r o n m e n t  i s  t h e  s a m e  a s  t h a t  of  t h e  s u r r o u n d i n g  s o l u t i o n .  

G o l d s t e i n  (67)  h a s  u s e d  t h i s  p r o p e r t y  t o  r e v e r s e  c h a r g e - c h a r g e  

i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  c h a r g e d  s u p p o r t s  a n d  c h a r g e d  s u b s t r a t e s .

(7) P r o d u c t  c o n c e n t r a t i o n

I n i t i a l l y  t h i s  i s  no p r o b l e m ,  b u t  a s  t h e  r e a c t i o n  p r o c e e d s ,  p r o d u c t  

m u s t  d i f f u s e  out  of  t h e  p o o r l y - s t i r r e d  N e r n s t  d i f f u s i o n  l a y e r  

( a  r e l a t i v e l y  s l o w - m o v i n g  s u b s t r a t e  d e p l e t e d ,  p r o d u c t  e n r i c h e d  

b o u n d a r y  l a y e r  i n  t h e  v i c i n i t y  of  e a c h  s u p p o r t  p a r t i c l e )  i n to  

t h e  b u l k  s o l u t i o n .  T h e  p r o d u c t - r i c h  n a t u r e  of  t h i s  l a y e r  m a y  

g iv e  r i s e  to  g r e a t e r  p r o d u c t  i n h i b i t i o n  t h a n  n o r m a l l y  e x p e c t e d ,  

o r  c a u s e  t h e  r e v e r s e  r e a c t i o n  t o  o c c u r  to  s u c h  a n  e x t e n t  t h a t  

t h e  n e t  r e a c t i o n  i s  z e r o .

In  s u m m a r y  i t  i s  p o s s i b l e  to  s a y  t h a t  a l m o s t  e v e r y  e n z y m e  

p a r a m e t e r  m a y  b e  a f f e c t e d  b y  t h e  i m m o b i l i z a t i o n  p r o c e s s ,  

i n  a  r e a l ,  o t  a n  a p p a r e n t  w a y .  • '

1 . 2 . 4 .  C h o i c e  of  s u p p o r t  m a t e r i a l s

F r o m  t h e  p r e c e d i n g  d i s c u s s i o n  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  c h o i c e  of 

s u p p o r t  c a n  h a v e  a  p r o f o u n d  e f f e c t  on  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  of 

t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  b o u n d  to ,  o r  i n  t h e  v i c i n i t y  of, s u c h  

a  s u p p o r t .
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S o m e  g e n e r a l  r e q u i r e m e n t s  of  a l l  s u p p o r t s  s h o u l d  i n c l u d e

(a) C h e m i c a l  d u r a b i l i t y  u n d e r  t h e  o p e r a t i n g  c o n d i t i o n s  of  t h e  

p r o c e s s  ( e . g .  w .  r . t .  t e m p e r a t u r e ,  pH,  s o l v e n t ,  i o n i c  

s t r e n g t h ,  e t c . ) .

(b) H i g h  a v a i l a b l e  s u r f a c e  a r e a  f o r  e n z y m e  a t t a c h m e n t  ( u s u a l l y  

m e a n s  t h e  s u p p o r t  w i l l  b e  f i n e l y  d i v i d e d  a n d  p o r o u s ) .

A d d i t i o n a l  f a c t o r s  t h a t  m a y ,  o r  m a y  no t ,  b e  i m p o r t a n t ,  a c c o r d i n g  

t o  t h e  a c t u a l  p r o c e s s  t o  b e  u s e d ,  i n c l u d e

(c)  M e c h a n i c a l  s t r e n g t h  a n d  d i m e n s i o n a l  s t a b i l i t y  ( to  a v o id  

c o m p a c t i o n  a n d  to  p r o t e c t  t h e  e n z y m e  s t r u c t u r e )

(d) M i c r o b i a l  r e s i s t a n c e  ( to  a v o i d  d e s t r u c t i o n  o f  b o t h  e n z y m e  

a n d  c a r r i e r )

(e)  C h a r g e  on  c a r r i e r  ( f o r  r a p i d  r e a c t i o n s ,  i t  i s  a d v a n t a g e o u s

to  u s e  a  c a r r i e r  w i t h  c h a r g e  o p p o s i t e  to  t h a t  o f  t h e  s u b s t r a t e )

(f) R e g e n e r a t i o n  of  s u p p o r t  ( w h e r e  s u p p o r t  m a t e r i a l  i s  r e l a t i v e l y  

e x p e n s i v e )

(g) P r e s e n c e  of  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  of  s u i t a b l e  f u n c t i o n a l  g r o u p s  

( w h e n  e n z y m e  i s  t o  b e  c o v a l e n t l y  a t t a c h e d )

(h) S u i t a b l e  d i s t r i b u t i o n  of  p o r e - s i z e s  ( p a r t i c u l a r l y  w h e n  e n z y m e  

i s  t o  b e  p h y s i c a l l y  a d s o r b e d ,  e . g .  (68) ) .

I t  i s  e v i d e n t  t h a t  t h e r e  i s  no  u n i v e r s a l  s u p p o r t  of  c h o i c e ,  a n d  e a c h  

s u p p o r t  m u s t  b e  c h o s e n  to  s u i t  t h e  p r o c e s s  i n  w h i c h  i t  w i l l  b e  u s e d .  

H a v i n g  c h o s e n  t h e  s u p p o r t ,  t h e  m e t h o d  o f  i m m o b i l i z a t i o n  w i l l  b e ,  

t o  a  c e r t a i n  e x t e n t ,  d i c t a t e d  b y  t h i s - c h o i c e .  A  c o m p r e h e n s i v e  

r e v i e w  o f  m o s t  s u p p o r t s  so f a r  u s e d  i n  t h e  i m m o b i l i z a t i o n  of 

e n z y m e s  h a s  b e e n  g i v e n  b y  M o s b a c h  (43) .
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1. 2.  5. A d v a n t a g e s  a n d  d i s a d v a n t a g e s  of u s i n g  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e s  a s  o p p o s e d  t o  f r e e  e n z y m e s  

H a v i n g  m e n t i o n e d  s o m e  of  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  a n d  p r o p e r t i e s  

of  f r e e  a n d  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  a n s w e r  

t h e  q u e s t i o n " I s  i t  w o r t h  i m m o b i l i z i n g  e n z y m e s  ?" T h e  a n s w e r  

m a y  b e  y e s ,  o r  no,  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e s s  o n e  h a s  i n  m i n d ,  

b u t  s o m e  o f  t h e  a d v a n t a g e s  a n d  d i s a d v a n t a g e s  o f  i m m o b i l i z i n g  

e n z y m e s  a r e  g i v e n  b e l o w .

A d v a n t a g e s  o f  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  

T h e s e  i n c l u d e : -

(a) R e - u s a b i l i t y  of  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e

U n l i k e  m o s t  i n o r g a n i c  c a t a l y s t s  e n z y m e s  a r e  g e n e r a l l y  

s o l u b l e  a n d  r e l a t i v e l y  u n s t a b l e ,  a n d  c a n  b e  u s e d  b u t  o n c e  i n  

f r e e  s o l u t i o n  u n l e s s  e l a b o r a t e  s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e s  a r e  

e m p l o y e d .  On  a  m i l l i g r a m  b a s i s  of p u r e  p r o t e i n  e n z y m e s  

a r e  o n e  o f  t h e  m o s t  e x p e n s i v e  a n d  d i f f i c u l t  m a t e r i a l s  to  

o b t a i n  i n  r e a s o n a b l e  q u a n t i t y .  T h i s  r e - u s a b i l i t y  i s  h e n c e  

i m p o r t a n t  to  t h e  a n a l y t i c a l  c h e m i s t ,  a s  i t  e n a b l e s  h i m  t o  u s e  

r e l a t i v e l y  l a r g e  a m o u n t s  of i m m o b i l i z e d  e n z y m e  to  a c h i e v e  

r a p i d  t h e r m o d y n a m i c  e n d - p o i n t  t y p e  a s s a y s  a t  l o w  c o s t .

U s e  of  a  l a r g e  e x c e s s  of  i m m o b i l i s e d  e n z y m e  a l s o  g i v e s  

" p s e u d o  100%" s t a b i l i t y  o v e r  a  lo n g  p e r i o d ,  o f t e n  s e v e r a l  

m o n t h s  o r  m o r e .  - •

(b) E a s e  o f  s e p a r a t i o n  f r o m  r e a c t a n t s  a n d  p r o d u c t s  

I n d u s t r i a l l y ,  t h e  e a s e  of  s e p a r a t i o n  e n a b l e s  g r e a t e r  c o n t r o l  

o v e r  t h e  r e a c t i o n  ( e . g .  p a r t i a l  h y d r o l y s i s  of  p r o t e i n s  t o  

a m i n o  a c i d s ) ,  w i t h o u t  d e s t r o y i n g  t h e  e n z y m e .

(c) I n c r e a s e d  s t o r a g e ,  t e m p e r a t u r e  a n d  pH s t a b i l i t y

T h i s  i s  o f t e n  a c h i e v e d  b y  s t a b i l i z a t i o n  of  t h e  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  

of t h e  e n z y m e ,  a n d  by  p r o t e c t i o n  f r o m  t u r b u l e n c e ,  a s  p r e v i o u s l y
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d i s c u s s e d  i n  I . 2 . 3 .

A n y  p r o c e d u r e  t h a t  c a n  e c o n o m i c a l l y  e x t e n d  t h e  l i f e  of  t h e s e  

e x p e n s i v e  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  m a t e r i a l s  n e e d s  t o  b e  c o n s i d e r e d .

(d) T h e  p r o d u c t  i s  no t  c o n t a m i n a t e d  b y  t h e  e n z y m e

T h i s  i s  v e r y  i m p o r t a n t  i n  t h e  m o d i f i c a t i o n  of f o o d s t u f f s ,  a n d  

i n  t h e  p h a r m a c e u t i c a l  i n d u s t r y .  M a n y  of  t h e  m o s t  s u i t a b l e  

e n z y m e s  f o r  t h e s e  t r a n s f o r m a t i o n s  a r e  no t  a l l o w e d  i n  f o o d s  

o r  i n j e c t a b l e s ,  a n d  i m m o b i l i z a t i o n  of  t h e s e  e n z y m e s  r e m o v e s  

t h e  n e e d  f o r  e l a b o r a t e  s e p a r a t i o n  p r o c e d u r e s .

(e)  A p p l i c a b i l i t y  of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  to  c o n t i n u o u s  f low  

p r o c e s s e s

C o n t i n u o u s  f lo w  p r o c e s s e s  a r e  m u c h  m o r e  e f f i c i e n t  t h a n  

b a t c h  p r o c e s s e s ,  b o t h  i n d u s t r i a l l y  a n d  a n a l y t i c a l l y .

(f) I n c r e a s e d  r a t e s  f o r  m u l t i - s t e p  r e a c t i o n s

F o r  a  m u l t i - s t e p  p r o c e s s ,  a  ---- ^ b ---- )  c ,  i m m o b i l i z e d

e n z y m e s  a r e  o f t e n  m o r e  e f f i c i e n t  t h a n  s o l u b l e  e n z y m e s ,  

due  to  t h e  r e l a t i v e l y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  of b t h a t  a c c u m u l a t e s  

i n  t h e  m i c r o e n v i r o n m e n t  of  t h e  e n z y m e .

(g)  O t h e r  a n a l y t i c a l  a d v a n t a g e s

T h e s e  i n c l u d e  m o r e  p r e d i c t a b l e  d e c a y  r a t e s ,  e l i m i n a t i o n  of  

r e a g e n t  p r e p a r a t i o n ,  a n d  m i n i m i z a t i o n  of o p e r a t o r  e r r o r .

(h)  In  v i v o  b i o l o g i c a l  m o d e l s

M o s t  e n z y m e s  a r e  n o t  fo u n d  r a n d o m l y  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  

t h e  b o d y ,  b u t  b o u n d  t o  c e r t a i n  t y p e s  of  m e m b r a n e .  I m m o b i l 

i z a t i o n  of a n  e n z y m e  o n  t o  a  m a t r i x  s i m i l a r  t o  t h a t  i n  w h i c h  i t  

i s  n a t u r a l l y  f o u n d  p r o v i d e s  t h e  p o t e n t i a l  t o  u s e  t h e m  a s  i n  v i t r o  

m o d e l s  of  i n  v iv o  s y s t e m s .  I n d e e d ,  b o u n d  e n z y m e s  p a c k e d  

c o n s e c u t i v e l y  i n  c o l u m n s  h a v e  m i m i c k e d  s e v e n  s t e p s  i n  t h e  

g l y c o l y t i c  p a t h w a y  ( 6 1 ) .
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D i s a d v a n t a g e s  of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s

(a)  E x p e n s e  of  c a r r i e r  o r  r e a g e n t s  f o r  i m m o b i l i z a t i o n  

T h e s e  m a y ,  o r  m a y  n o t , b e  p r o h i b i t i v e ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  

a c t u a l  p r o c e s s .

(b) L o w  r e a l  o r  a p p a r e n t  a c t i v i t y

T h i s  m a y  b e  du e  to  i m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e  ( r e a l ) ,  o r  to  

l o w  m a s s  t r a n s f e r  r a t e s  ( a p p a r e n t ) .

(c) H i g h  p r e s s u r e  d r o p s  a c r o s s  r e a c t o r

A s  t h e  p a r t i c l e  s i z e  i s  d e c r e a s e d  t o  e n a b l e  m o r e  e n z y m e  to  

b e  i m m o b i l i z e d ,  s o  t h e  p r e s s u r e  d r o p  a c r o s s  t h e  c o l u m n  w i l l  

i n c r e a s e .  A g a i n ,  t h i s  m a y ,  o r  m a y  not ,  b e  i m p o r t a n t .

(d) H i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  s u b s t r a t e s

A s  m e n t i o n e d  i n  1 . 2 . 3 . ,  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  a r e  o f t e n  l e s s  

e f f e c t i v e  o n  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  s u b s t r a t e s .

1 . 2 . 6 .  U s e  o f  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  i n  a n a l y s i s

T h e  a d v a n t a g e s  of  u s i n g  e n z y m e s ,  and ,  m o r e  p a r t i c u l a r l y ,  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  i n  a n a l y s i s  h a v e  b e e n  m e n t i o n e d  i n  1. 1 . 3 . ,  

a n d  1 . 2 .  5 . ,  r e s p e c t i v e l y ,  a n d  no t  s u r p r i s i n g l y ,  r e p o r t s  d e a l i n g  

w i t h  t h e  a n a l y s i s  of  m a n y  i m p o r t a n t  c o m p o u n d s  u s i n g  m a n y  

d i f f e r e n t  t e c h n i q u e s ,  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s ,  

a r e  c o m m o n .

T a b l e  .1. 2 . 6 .  1. l i s t s  s o m e  e x a m p l e s  w h i c h  a r e  m e a n t  t o  b e  

i l l u s t r a t i v e  a n d  not  c o m p r e h e n s i v e ,  t o  g ive  s o m e  i d e a  of  t h e  

d i v e r s i t y  t h a t  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  h a v e  f o u n d  i n  a n a l y s i s .  

T h e r m a l  a n a l y s i s  m e t h o d s  a r e  e x c l u d e d  h e r e ,  b u t  w i l l  b e  d e a l t  

w i t h  i n  1 . 3 . 3 .
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S e c t i o n  1. 3, T h e r m a l  A n a l y s i s

1» 3. 1. G e n e r a l  T h e r m o m e t r i c  M e t h o d s

A l t h o u g h  m a n y  p a p e r s  a p p e a r  i n  t h e  l i t e r a t u r e  o n  t h e r m a l  a n a l y s i s ,  

m o s t  of  t h e m  c a n  be  p l a c e d  in to  o n e  o f  the  t h r e e  b r o a d  c a t e g o r i e s  

s h o w n  in  T a b l e  1. 3,  1.  1.

D e s i g n a t i o n

T h e  r m o g r a v i m e  t r i e  
a n a l y s i s  (T ,  G .  A.  )

D i f f e r e n t i a l  t h e r m a l  
a n a l y s i s  (D. T .  A.  )

(or  d i f f e r e n t i a l  
s c a n n i n g  c a l o r i m e t r y )

T h e r m o m e t r i c  
t i t r i m e t r y  (T. T .  )

D i r e c t  i n j e c t i o n  
e n t h a l p i m e t r y  ( D . I . E . )

T a b l e  1. 3. 1 . 1 .  

P r o p e r t y  m e a s u r e d  

c h a n g e  i n  w e i g h t

A p p a r a t u s

t h e r m o b a l a n c e

D T A  a p p a r a t u s  
h e a t  e v o l v e d  o r  a b s o r b e d  o r  d i f f e r e n t i a l

c h a n g e  i n  t e m p e r a t u r e

c h a n g e  i n  t e m p e r a t u r e

s c a n n i n g
c a l o r i m e t e r

I s o p e r i b o l
t i t r a t i o n
c a l o r i m e t e r

i s o p e r i b o l
s o l u t i o n
c a l o r i m e t e r

T h e  r m o g r a v i m e  t r i e  a n a l y s i s  (T. G.  A .  )

T h i s  i s  a  t e c h n i q u e  w h e r e b y  the  w e i g h t  of  a s a m p l e  c a n  be  

f o l l o w e d  o v e r  a p e r i o d  of  t i m e  w h i l e  its. t e m p e r a t u r e  i s  b e i n g  

c h a n g e d  (118)  (119).  T h e  b a l a n c e  i s  c a l i b r a t e d ,  p r e f e r a b l y  

e a c h  t i m e  i t  i s  u s e d ,  by  p l a c i n g  a  k n o w n  w e i g h t  o n  t h e  p a n  to 

g ive  a  r e f e r e n c e  m a r k .  It m u s t  be  r e m e m b e r e d ,  h o w e v e r ,  

t h a t  th e  th e  r m o g r a v i m e  t r i e  m e t h o d ,  a s  o r d i n a r i l y  c a r r i e d  ou t ,  

i s  d y n a m i c ,  the  s y s t e m  i s  n e v e r  a t  e q u i l i b r i u m ,  a n d  h e n c e  th e  

t e m p e r a t u r e s  of d i s t i n c t i v e  f e a t u r e s  on  the  c u r v e s  a r e  s o m e w h a t  

d i f f e r e n t  a s  o b s e r v e d  on  d i f f e r e n t  i n s t r u m e n t s ,  o r  o n  the  s a m e  

i n s t r u m e n t  a t  d i f f e r e n t  r a t e s  of t e m p e r a t u r e  s c a n n i n g ,  o r  w i t h
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d i f f e r e n t  s i z e  s a m p l e s  e t c . O b v i o u s l y ,  t h e  t h e r m o b a l a n c e  u s e d  

t o  m e a s u r e  t h e  w e i g h t  of t h e  s a m p l e  m u s t  b e  v e r y  s e n s i t i v e ,  a n d  

s t r i n g e n t  p r e c a u t i o n s  a g a i n s t  c o n v e c t i o n  e f f e c t s  i n t e r f e r i n g  w i th  

t h e  b a l a n c e  m u s t  b e  t a k e n .

M o s t  b a l a n c e s  i n t e n d e d  f o r  p r e c i s e  w o r k  h a v e  p r o v i s i o n  f o r  

a u t o m a t i c  r e c o r d i n g  of  w e i g h t  e i t h e r  a g a i n s t  t i m e  o r ,  d i r e c t l y  

a g a i n s t  t e m p e r a t u r e .

D i f f e r e n t i a l  t h e r m a l  a n a l y s i s

T h i s  i s  a  t e c h n i q u e  b y  w h i c h  p h a s e  t r a n s i t i o n s  o r  c h e m i c a l  r e a c t i o n s  

c a n  b e  f o l l o w e d  by  o b s e r v a t i o n  of  t h e  h e a t  a b s o r b e d  o r  l i b e r a t e d .

I t  i s  e s p e c i a l l y  s u i t e d  to  s t u d i e s  of  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  w i t h i n  a  

s o l i d  a t  e l e v a t e d  o r  low  t e m p e r a t u r e s ,  w h e r e  f e w  o t h e r  m e t h o d s  

a r e  a v a i l a b l e .  M u c h  of  t h e  q u a n t i t i v e  w o r k  i s  now c a r r i e d  out  

o n  a n  i n s t r u m e n t  m a n u f a c t u r e d  b y  P e r k i n - E l m e r ,  c a l l e d  a  

D i f f e r e n t i a l  S c a n n in g  C a l o r i m e t e r  ( D . S . C . ) ,  a l t h o u g h  T e c h n i c a l  

E q u i p m e n t  C o r p o r a t i o n  a l s o  m a n u f a c t u r e  a  D e l t a t h e r m  D y n a m i c  

A d i a b a t i c  C a l o r i m e t e r  (D. A . C . ) ,  a n d  Du P o n t ,  a  D i f f e r e n t i a l  

T h e r m a l  A n a l y s e r  (D. T . A .  ).

W h e r e a s  t h e  tw o  l a t t e r  d e s i g n s  e m p l o y  e s s e n t i a l l y  a d i a b a t i c  

c a l o r i m e t e r s ,  t h e  P e r k i n - E l m e r  D . S . C .  i s  a  c a l o r i m e t e r  of 

t h e  i s o t h e r m a l  t y p e .  Tw o  s a m p l e  h o l d e r s ,  ( c o n t a i n i n g  a  s a r n p l e ,  

a n d  a l s o  a n  i d e n t i c a l ,  e m p t y ,  r e f e r e n c e ) ,  a r e  p r o v i d e d  w i t h  t h e i r  

o w n  r e a c t i v e  h e a t e r s .  - W h e n  th e  d i f f e r e n t i a l  t h e r m o c o u p l e  . 

s u r r o u n d i n g  b o t h  s t a r t s  to  r e g i s t e r  a  v o l t a g e ,  a n  a u t o m a t i c  c o n t r o l  

l o o p  s e n d s  j u s t  eno u g h  p o w e r  in to  w h i c h  e v e r  of t h e  two  s a m p l e s  i s  

c o o l e r  to  c o u n t e r a c t  the  t r e n d ,  a n d  k e e p  t h e  two  t e m p e r a t u r e s  

w i t h i n  a  v e r y  s m a l l  f r a c t i o n  of a  d e g r e e  of e q u a l i t y .  A  s e c o n d
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e l e c t r o n i c  l o o p  f o r c e s  t h e  t e m p e r a t u r e  of  t h e  c e l l s  to  i n c r e a s e  

l i n e a r l y  w i t h  t i m e .  T h e  r e c o r d e r  t r a c e s  ou t  t h e  e l e c t r i c a l  

p o w e r  w h i c h  h a s  to  b e  d e l i v e r e d  t o  o n e  o r  o t h e r  c e l l  t o  m a i n t a i n  

i s o t h e r m a l  c o n d i t i o n s .  T h e  r e s u l t a n t  p e a k  a r e a  i s  t h e n  a n  

e x a c t  m e a s u r e  of th e  e n e r g y  s u p p l i e d  to  ( o r  a b s o r b e d  by ) ,  t h e  

u n k n o w n  s a m p l e .

W h e r e a s  t h e  p r e v i o u s  m e t h o d s  d e s c r i b e d  h a v e  b e e n  a p p l i e d  

m a i n l y  t o  t h e  a n a l y s i s  o f  s o l i d  m a t e r i a l s ,  a n d  to  t h e  m e a s u r e m e n t  

of  p r o p e r t i e s  of  t h e  s a m p l e  o v e r  a  w i d e  t e m p e r a t u r e  r a n g e ,  two 

d i s t i n c t  a n a l y t i c a l  m e t h o d s  b a s e d  u p o n  th e  m e a s u r e m e n t  of s m a l l  

t e m p e r a t u r e  c h a n g e s  e n g e n d e r e d  b y  t h e  e n t h a l p y  c h a n g e  a c c o m 

p a n y i n g  a  r e a c t i o n  in  t h e  s o l u t i o n  p h a s e  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d .

T h e  e a r l i e r ,  a n d  m o r e  w i d e l y  u s e d  of  t h e s e  t e c h n i q u e s ,  i s  o f t e n  

t e r m e d  " t h e r m o m e t r i c  t i t r i m e t r y "  ( 120), w h i l s t  a  m o r e  r e c e n t  

t e c h n i q u e  h a s  b e e n  n a m e d  d i r e c t  i n j e c t i o n  e n t h a l p i m e t r y  (D.  I. E . )  

(121) .  A  c o m p r e h e n s i v e  a n d  r i g o r o u s  r e v i e w  o f  t h e s e  t e c h n i q u e s  

h a s  b e e n  g i v e n  b y  C a r r ,  (122) .

T h e r m o m e t r i c  t i t r i m e t r y  (T .  T.  )

T h i s  m e t h o d  u t i l i z e s  v a r i a t i o n s  of  t e m p e r a t u r e  to  i n d i c a t e  

t i t r a t i o n  e n d - p o i n t s ,  i n  p r e c i s e l y  t h e  s a m e  f a s h i o n  a s  v a r i a t i o n s  

o f  c o n d u c t a n c e  o r  of l im i t ing ,  c u r r e n t  a r e  u s e d  to  l o c a t e  e n d - p o i n t s  

i n  c o n d u c t o m e t r i c  and  a m p e r o m e t r i c  t i t r a t i o n s ,  a n d  h a s  b e e n  

u s e d  s u c c e s s f u l l y  to  d e t e r m i n e  s p e c i e s  s u c h  a s  a c i d s  (123) ,  

b a s e s  (124),  r e d o x  s p e c i e s  (125),  p r é c i p i t a n t s  (126) ,  a n d  c o m p l e x -  

f o r m i n g  s p e c i e s  (127) .  In  a d d i t i o n ,  t h e  m e t h o d  h a s  b e e n  

a p p l i e d  to  a  n u m b e r  of i n t e r e s t i n g  o r g a n i c  a n a l ^ d i c a l  p r o b l e m s ,  

i n c l u d i n g  d i a z o t i z a t i o n  of  a n i l i d e s  (128) ,  h y p o c h l o r i t e  o x i d a t i o n  

of  s u l p h a - d r u g s  (129) ,  a n d  o r g a n o - a l u m i n i u m  r e a c t i o n s  (130) .

One  of  t h e  m a j o r  f e a t u r e s  of t h e r m o m e t r i c  m e t h o d o l o g i e s  i s  t h e  

r a n g e  of p r o b l e m s  to w h i c h  t h e y  a r e  a p p l i c a b l e ,  d u e  to  t h e
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g e n e r a l i t y  of  h e a t  c h a n g e s  i n  c h e m i c a l  r e a c t i o n s .

T h e  tw o  m a j o r  r e q u i r e m e n t s  w h i c h  m u s t  b e  m e t  i n  o r d e r  f o r  T.  T .  

t o  b e  s u c c e s s f u l l y  a p p l i e d  a r e

(a) A  r e a s o n a b l y  l a r g e  r e a c t i o n  e n t h a l p y  ( s a y ,  a t  l e a s t  20 k J  m o l

(b) T h e  r e a c t i o n  m u s t  b e  r e l a t i v e l y  f a s t .

T h e  e s s e n t i a l  e q u i p m e n t  f o r  T . T .  i s  r e l a t i v e l y  s i m p l e  i n  

c o m p a r i s o n  to  th e  s o p h i s t i c a t e d  a p p a r a t u s  e n c o u n t e r e d  i n  e l e c t r o 

c h e m i c a l  a n d  s p e c t r o c h e m i c a l  a n a l y s i s ,  a nd  c a n  b e  d i v i d e d  in to  

f o u r  c a t e g o r i e s

(1) T e m p e r a t u r e  m e a s u r i n g  d e v i c e s  ( e . g .  t h e r m i s t o r s )

(2 ) A s s o c i a t e d  c i r c u i t r y  (e .  g. W h e a t s t o n e  b r i d g e s  a n d  r e c o r d e r s )

( 3) C a l o r i m e t r i c  v e s s e l s  a n d  t h e r m o s t a t s

(4 ) A n c i l l a r y  e q u i p m e n t  f o r  c a l i b r a t i o n  a n d  a u t o m a t i c  

d e t e r m i n a t i o n  of  e nd  p o i n t s .

D i r e c t  i n j e c t i o n  e n t h a l p i m e t r y

T h i s  u t i l i z e s  a  m e a s u r e m e n t  of a  n e t  t e m p e r a t u r e  c h a n g e ,  o r  s o m e  

r e l a t e d  v a r i a b l e ,  a s  a  d i r e c t  m e a s u r e  of  th e  c o n c e n t r a t i o n  of  th e  

s a m p l e  s p e c i e s .  A s  p r e v i o u s l y  s t a t e d ,  th e  t e c h n i q u e  i s  b a s e d  on  

t h e  m e a s u r e m e n t  of  h e a t  e v o lv e d ,  r a t h e r  t h a n  on  l o c a t i o n  of  a n  

e n d  p o in t ,  w h e n  a  s a m p l e  A i s  c o m p l e t e l y  c o n s u m e d  b y  a n  e x c e s s  

of  r e a g e n t  (R) .

e .  g. a A  + r R  — p P

A r e a s o n a b l y  l a r g e  e x c e s s  of  R  i s  o f t e n  e m p l o y e d  to  d r i v e  t h e  

e q u i l i b r i u m  to  c o m p l e t i o n ,  and  to  h e l p  e n s u r e  a  r e l a t i v e l y  s h o r t  

h a l f  l i fe  f o r  t h e  p r o c e s s .

In  g e n e r a l ,  a l t h o u g h  t h e r m o m e t r i c  m e t h o d s  a r e  not  w i t h o u t  s e r i o u s  

l i m i t a t i o n s ,  t h e y  p o s s e s s  a  v a r i e t y  of  a d v a n t a g e s  o v e r  t h e  m o r e  

f a m i l i a r  e l e c t r o - a n a l y t i c a l  a n d  s p e c t r o c h e m i c a l  m e t h o d s .
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F o r  e x a m p l e : -

(a)  T h e  n a t u r e  of  t h e  s o l v e n t  i s  v i r t u a l l y  i r r e l e v a n t

(b) T h e  m e t h o d  c a n ,  i n  p r i n c i p l e ,  b e  a p p l i e d  t o  r e a c t i o n s  of 

a n y  t y p e

(c)  D a t a  i n t e r p r e t a t i o n  i s  g e n e r a l l y  s i m p l e

(d) T h e  a p p a r a t u s  i s  o f t e n  s i m p l e ,  a n d  e a s i l y  c o n s t r u c t e d .

O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  s o m e  of  t h e  m a j o r  l i m i t a t i o n s  p l a c e d  on  

t h e r m o m e t r i c  m e a s u r e m e n t s  b y  t h e  c h e m i c a l  r e a c t i o n  a r e

(a) T h e  r e a c t i o n  e n t h a l p y  a n d  s o l u b i l i t y  of  t h e  u n k n o w n  m u s t  b e  

s u c h  a s  to  p r o d u c e  a n  e a s i l y  m e a s u r a b l e  t e m p e r a t u r e  c h a n g e

(b) T h e  a d d e d  r e a g e n t  ( t i t r a n t ) ,  m u s t  b e  a b o u t  100 t i m e s  a s  

s o l u b l e  a s  t h e  unknow n ,  so  t h a t  m i s m a t c h  i n  t e m p e r a t u r e s  

of t h e  s a m p l e  a n d  t i t r a n t  w i l l  c a u s e  m i n i m a l  e r r o r s ,  a n d  

a l s o  m i n i m i z e  t h e  c h a n g e s  i n  h e a t  c a p a c i t y  o f  t h e  s y s t e m

(c)  T h e  r e a c t i o n  m u s t  p r o c e e d  to  c o m p l e t i o n  i n  a  t i m e  p e r i o d  

w h i c h  i s  s h o r t  c o m p a r e d  to  t h e  r a t e  of  h e a t  l o s s  f r o m  th e  

c a l o r i m e t r i c  v e s s e l  a n d  t h e  r a t e  of  a d d i t i o n  o f  t h e  t i t r a n t

(d)  I f  t h e  p r o c e s s  i s  c a r r i e d  out  b y  t i t r a t i o n ,  t h e  e q u i l i b r i u m  

c o n s t a n t  m u s t  b e  s u c h  t h a t  ^ 9 9 .  9% c o m p l e t i o n  i s  a c h i e v e d  

w i th  a  m o d e s t  (25-50% )  e x c e s s  of  t i t r a n t .

1 . 3 . 2 .  T h e r m a l  a n a l y s i s  u s i n g  f r e e  e n z y m e s .

T h e  c a l o r i m e t r i c  t e c h n i q u e  w a s  o n e  of  t h e  e a r l i e s t  m e t h o d s  to  b e  

a p p l i e d  to  th e  q u a n t i t a t i v e  s tu d y  of  c h e m i c a l  r e a c t i o n s  ( 1 3 1) .

I t s  p o t e n t i a l  f o r  m o n i t o r i n g  b i o c h e m i c a l  a nd  b i o l o g i c a l  p r o c e s s e s  

w a s  r e c o g n i z e d  v e r y  e a r l y ,  bu t  a  w i d e r  u s e  of  c a l o r i m e t r y  f o r  

t h e s e  p u r p o s e s  w a s  not  p o s s i b l e  u n t i l  t h e  d e v e l o p m e n t  of t h e  m i c r o  

c a l o r i m e t r i c  t e c h n i q u e  ( 132, 133), a n d  of  s m a l l  s e m i - c o n d u c t o r  

d e v i c e s  c a l l e d  t h e r m i s t o r s  (134),  a l l o w i n g  v e r y  s e n s i t i v e  h e a t  

m e a s u r e m e n t s  to  b e  c a r r i e d  out  on  s m a l l  s a m p l e  v o l u m e s .



37

X
' C

M
p
<
p

X X p X 
p y  3 (D 
3 0 ^ 3
s: 1 1- a
I— • X  t—«

tu bt 
3 3 ^ - 3

(D ^
r t "
3 -

O

y
' C

C L
H
O

(TO
fD
3

X
(D
Hj
O
XM»
C L
fD

POM*
C L

(TO
t—'
PO
O
cn
fD

CTOH-*
PO
o
cn
O

CD

ë-m
r H
y
p

CL
(D
r H
fD
H

B
M*
3
(D
C L

H-"* CT *-* 
N 3

| l |
3  P

P
CD ^
O X  

-

O
n

CL
(D

XHi
O

P
CD

B
p

p

CL

3 ^
O

fD

H

oo
N

fD

CL
fDcr
CL
Hi
O

CTO
fD
3
P
CD
fD

X
(D
3

X
fDHi
X
» -••
C L
P
CD
fD

O
XM -
PL
P
CD
fD

CTO
I— ■
P
O
O
CD
(D

O
X
C L
P
CD
CD

CTO c r \ 3 -
fD 1 (D
3 X X
P cr O
CD o
fD CD

X 3 ’
cr p
P CD
r H 0
0) — .

P L
CTO

►—*
fD Pcr n

0
C L 03
Hi 0
o 1

4 ^vO 4 ^00 4 ^4L 4L 4 L
4L
I

I— I

4L
o

4 Loo ( JO
Ui

.i».
N



38

C a l o r i m e t r y  i s ,  b y  p r i n c i p l e ,  a  n o n - s p e c i f i c  t e c h n i q u e ,  w h i c h  

m a k e s  i t  s u i t a b l e  a s  a  g e n e r a l  m o n i t o r  f o r  c o m p l e x  p r o c e s s e s ,  

s u c h  a  c e l l  m e t a b o l i s m .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  

t h e  h i g h l y  s p e c i f i c  r e a c t i o n s  of  e n z y m e s ,  c a l o r i m e t r y  o f f e r s  a  

v e r y  g e n e r a l  p r i n c i p l e  of  d e t e c t i o n ,  t o t a l l y  i n d e p e n d e n t  of  t h e  

o p t i c a l  p r o p e r t i e s  of t h e  s y s t e m  i n v e s t i g a t e d ,  a n d  w i t h  t h e  

a d d i t i o n a l  a d v a n t a g e  of e l i m i n a t i n g  t h e  n e e d  f o r  a u x i l i a r y  e n z y m e s  

a n d  t h e i r  c o - f a c t o r s .

T h e  u s e  of  t h e  d i r e c t - i n j e c t i o n  e n t h a l p y  t e c h n i q u e  p r e v i o u s l y  

d e s c r i b e d  i s  s u i t e d  i d e a l l y  to  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a  s u b s t r a t e  b y  

a n  e n z y m e ,  a n d  h a s  b e e n  u t i l i z e d  f o r  a  v a r i e t y  of  p u r p o s e s  by  

m a n y  a u t h o r s ,  a s  c a n  b e  s e e n  f r o m  T a b l e  I .  3. 2 . 1 .

I n  a d d i t i o n  to  t h e  d e t e r m i n a t i o n  of  s u b s t r a t e s ,  s t u d i e s  o n  e n z y m e  

a c t i v i t i e s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  ou t  o n  g l u c o s e  o x i d a s e  ( 143), 

c h o l i n e s t e r a s e  (143) ,  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  (143) ,  l a c t a t e  

d e h y d r o g e n a s e  (143)  and  u r e a s e  ( 1 4 6 ).

T h e  a r e a  of  i n s t r u m e n t  d e s i g n  m a y  b e  d i v i d e d  in to  t w o  b r o a d  

c l a s s e s ,  b a s e d  up o n  th e  f u n d a m e n t a l  p r i n c i p l e  of  h e a t  m e a s u r e 

m e n t  e m p l o y e d  i n  t h e  i n s t r u m e n t .

(a)  I s o p e r i b o l  c a l o r i m e t e r s  e . g .  ( 1 3 5 - 1 3 7 ) ,  ( 145) , ,( 1 4 7 - 1 4 9 ) .

I f  one  a t t e m p t s  to  d e t e r m i n e  t h e  a m o u n t  o f  h e a t  l i b e r a t e d  i n  a  

r e a c t i o n  b y  c a u s i n g  t h e  h e a t  to  r a i s e  t h e  t e m p e r a t u r e  o f  th e  

s y s t e m ,  m i n i m i z i n g  h e a t  l o s s  to  t h e  s u r r o u n d i n g s  b y  e n c l o s u r e  

i n  a  c o n s t a n t - t e m p e r a t u r e  e n v i r o n m e n t  a n d  t h i s  t e m p e r a t u r e  

r i s e  i s  m e a s u r e d  i t  i s  t e r m e d  i s o p e r i b o l  c a l o r i m e t r y .  F o r  t h i s  

t y p e  of  d e t e r m i n a t i o n ,  a  t h e r m i s t o r  i s  g e n e r a l l y  u s e d  a s  t h e  

d e t e c t o r .  A l th o u g h  t h e r m i s t o r s  c a n  t a k e  s e v e r a l  f o r m s ,  t h e  

m o s t  f r e q u e n t l y  u s e d  c o n s i s t  of a  s m a l l  p i e c e  o f  s e m i - c o n d u c t i n g  

m a t e r i a l ,  t h e  r e s i s t a n c e  of w h i c h  a t  a  t e m p e r a t u r e  T^ (K)
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c a n  b e  r e l a t e d  to  t h e  r e s i s t a n c e ( R  ) a t  a n y  o t h e r  t e m p e r a t u r e
2

T^(K) b y  t h e  e q u a t i o n : -

B B
-  Rrp ex,p( % r  - XT' ) w h e r e  B i s  a  c o n s t a n t  

^ 2  -^1 ^2
f o r  a  g i v e n  t h e r m i s t o r  

C o n s e q u e n t l y ,  a l t h o u g h  th e  v a r i a t i o n  of  r e s i s t a n c e  w i t h  t e m p e r a t u r e  

o v e r  a  l a r g e  t e m p e r a t u r e  r a n g e  i s  e x p o n e n t i a l ,  o v e r  a  v e r y  s m a l l  

r a n g e ,  i t  c a n  b e  r e g a r d e d  a s  a p p r o x i m a t e l y  l i n e a r .

T h e r e f o r e ,  i f  a  t h e r m i s t o r  i s  e q u i l i b r a t e d  in  a  s o l u t i o n  a t  a  

c o n s t a n t  t e m p e r a t u r e  b e f o r e  t h e  r e a c t i o n ,  i t s  r e s i s t a n c e  a t  t h i s  

t e m p e r a t u r e  c a n  b e  b a l a n c e d  a g a i n s t  a  W h e a t s t o n e  b r i d g e  c i r c u i t  

so t h a t  no c u r r e n t  f l o w s  t h r o u g h  t h e  c i r c u i t .  A f t e r  t h e  r e a c t i o n ,  

a n y  s m a l l  i n c r e a s e  i n  t e m p e r a t u r e  of  t h e  s o l u t i o n  w i l l  b e  r e f l e c t e d  

b y  a c o r r e s p o n d i n g  l o w e r i n g  of t h e  r e s i s t a n c e  of  t h e  t h e r m i s t o r ,  

w h i c h  w i l l  c a u s e  a  d i s b a l a n c e  p o t e n t i a l  to  b e  r e g i s t e r e d  i n  t h e  

W h e a t s t o n e  b r i d g e  c i r c u i t .  T h i s  c a n  b e  a m p l i f e d  a n d  f e d  to  a  

c h a r t  r e c o r d e r .

T he  c a l o r i m e t e r  m u s t ,  f o r  o b v i o u s  r e a s o n s  b e  w e l l  i n s u l a t e d  f r o m  

i t s  s u r r o u n d i n g s ,  o f t e n  by  a  v a c u u m  c o n t a i n e r  p l u s  o t h e r  t y p e s  of 

i n s u l a t i o n .  T h e  s o l u t i o n  a d d e d  t o  t h e  v e s s e l  a s  r e a g e n t ,  g e n e r a l l y  

e n z y m e ,  i s  f a i r l y  c o n c e n t r a t e d ,  t o  m i n i m i z e  t h e  e f f e c t  of  a n y  

t e m p e r a t u r e  m i s m a t c h  of  t h e  s o l u t i o n s ,  a n d  to  m i n i m i z e  th e  h e a t  

c a p a c i t y  of  t h e  s y s t e m .  W i th  c a r e ,  t h e  s y s t e m  i s  q u i t e  s e n s i t i v e ,  

a l t h o u g h  c l a i m s  b y  M c G l o t h l i n  a n d  J o r d a n  to  b e  a b l e  t o  d e t e c t  a  

t e m p e r a t u r e  r i s e  of  0. 00001 °C  ( lO ^ ° C ) ( I 3 6 )  a r e ,  i n  t h e  o p i n io n  

of t h e  a u t h o r ,  a m b i t i o u s .  M o s t  c a l o r i m e t e r s  a p p e a r  to  b e  a b le  

t o  m e a s u r e  to  0 . 0 0 1  ( 10 w i t h  r e a s o n a b l e  a c c u r a c y .  A n

i n - d e p t h  t r e a t m e n t  of  t h i s  t y p e  of  c a l o r i m e t e r  h a s  b e e n  g i v e n  b y  

C a r r  ( 1 5 0 ) .
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(b) H e a t  f low  c a l o r i m e t e r s  e.g.  ( 1 3 8 - 143) ,  ( 146)

T h e  a l t e r n a t i v e  a p p r o a c h  to  h e a t  m e a s u r e m e n t s  m a k e s  u s e  of  t h e  

f a c t  t h a t  i s o p e r i b o l  m e a s u r e m e n t s  o p p o s e  t h e  n a t u r a l  t e n d e n c y  of  

h e a t  t o  f lo w  f r o m  a n  a r e a  o f  h i g h e r  t e m p e r a t u r e  to  o n e  of  l o w e r  

t e m p e r a t u r e .  T h u s , i f  one  i s  a b l e  to  p l a c e  a  h e a t - s e n s i n g  d e v i c e  

i n  t h e  p a t h  of  t h e  h e a t  f low ,  m e a s u r e m e n t s  a r e  p o s s i b l e .  F o r  

e n z y m e  c a t a l y z e d  r e a c t i o n s  i t  h a s  b e e n  found  t h a t  t h e  h e a t  f lo w  

s y s t e m  w o r k s  w e l l ,  due i n  p a r t  to  t h e  f a c t  t h a t  t h e  d e t e c t o r  d o e s  

n o t  l i b e r a t e  h e a t  i n to  t h e  s y s t e m .  T h o r o u g h  t h e o r e t i c a l  t r e a t m e n t s  

of  t h e  u s e  of  h e a t - f l o w  c a l o r i m e t e r s  i n  b i o c h e m i c a l  a n d  b i o l o g i c a l  

s y s t e m s  h a v e  b e e n  g i v e n  b y  P r o s e n  ( 142), W a d s o  ( 1 51) , B e e z e r  

a n d  T y r r e l l  ( I 52), a n d  B e e z e r  (153) .

1 . 3 . 3 .  T h e r m a l  a n a l y s i s  u s i n g  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s

S o m e  of  t h e  a d v a n t a g e s  of  u s i n g  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s ,  a s  o p p o s e d  

t o  s o l u b l e  e n z y m e s ,  h a v e  b e e n  g i v e n  i n  1 . 2 . 5. In  t h e  c a s e  of  

t h e r m a l  a n a l y s i s ,  t h e  r e - u s a b i l i t y ,  t h e  i n c r e a s e d  s t a b i l i t y ,  t h e  

a p p l i c a b i l i t y  to c o n t i n u o u s  f lo w  p r o c e s s e s ,  t h e  e l i m i n a t i o n  of  

r e a g e n t  p r e p a r a t i o n  an d  m i n i m i z a t i o n  of  o p e r a t o r  e r r o r  w h e n  u s i n g  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  a r e  p a r t i c u l a r l y  i m p o r t a n t .  ( S e e  1 . 2 . 5 . f o r  

a  f u l l e r  d i s c u s s i o n  of  t h e s e ,  a n d  o t h e r  p o i n t s ) .

T h e  e n t h a l p y  c h a n g e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r e a c t i o n  of  a n  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e  c a n  be  m e a s u r e d  b y  two  d i f f e r e n t  p r i n c i p l e s  ( s e e  1 . 3 . 2 . ) ,  

b a s e d  on  t h e  f l o w  t e c h n i q u e  ( i .  e.  t h e  m e a s u r e m e n t  of  a  t e m p e r a t u r e  

r i s e  w i t h  a  t h e r m i s t o r  a s  s e n s o r  i n  a n  e s s e n t i a l l y  a d i a b a t i c  r e a c t i o n  

c e l l  c o n t a i n i n g  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e ,  o r  th e  m e a s u r e m e n t  of  a  

h e a t  f lu x  f r o m  t h e  c e l l ,  t o  a n  i n f i n i t e  h e a t  s ink ,  a c r o s s  a  s e r i e s  of 

t h e r m o c o u p l e s ) .

W h e r e a s  t h e  h e a t - f l u x  t e c h n i q u e  a p p e a r s  to  b e  s l i g h t l y  m o r e  s e n s i t i v e .
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i t  r e q u i r e s  a  l o n g e r  t i m e  p e r  a n a l y s i s  (due  m a i n l y  to  t h e  

r e l a t i v e l y  h i g h  t i m e - c o n s t a n t  of t h e  c a l o r i m e t e r ,  c o m p a r e d  to  t h a t  

of  t h e r m i s t o r )  a n d  i s  a l s o  v e r y  m u c h  m o r e  e x p e n s i v e  t o  b u i l d  o r  

p u r c h a s e  t h a n  th e  r e l a t i v e l y  i n e x p e n s i v e  t h e r m i s t o r / a d i a b a t i c  f lo w  ■ 

c a l o r i m e t e r  a s s e m b l y .  C o n s e q u e n t l y  m a n y  p a p e r s  ( s e e  T a b l e

1 . 3 . 3 .  1) h a v e  a p p e a r e d  i n  th e  l i t e r a t u r e  u t i l i z i n g  t h e  c o m b i n a t i o n  

o f  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  a n d  a n  a d i a b a t i c  f low  c e l l  w i t h  a  t h e r m i s t o r  

a s  a  t e m p e r a t u r e  s e n s o r .  By  c o n t r a s t ,  t h e  c o m b i n a t i o n  of  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a  h e a t - l e a k  t y p e  

c a l o r i m e t e r  i n  t h e r m a l  a n a l y s i s  h a s  on ly  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  

l i t e r a t u r e  o n  t h r e e  o c c a s i o n s  ( 1 5 4 - 1 5 6 ) .

M o s t  o f  t h e  p a p e r s  a p p e a r i n g  i n  t h e  l i t e r a t u r e  o n  t h e  c o m b i n a t i o n  of 

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  a n d  t h e r m a l  a n a l y s i s ,  up  to  m i d  1980, a r e  

l i s t e d  i n  T a b l e  1. 3. 3. 1, a n d  c a n  b e  d i v i d e d  b r o a d l y  i n t o  t h e  

f o l l o w in g  t h r e e  c a t e g o r i e s : -

(a)  p a c k e d  b e d  r e a c t o r / h e a t  l e a k  t y p e  m i c r o c a l o r i m e t e r

(b) p a c k e d  b e d  r e a c t o r / a d i a b a t i c  c a l o r i m e t e r / t h e r m i s t o r

(c) e n z y m e  b o u n d  t h e r m i s t o r .

A d d i t i o n a l l y ,  a  n e w  m e t h o d ,  t h e r m o m e t r i c  e n z y m e  l i n k e d
I

i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  ( T E L I S A ) ,  h a s  b e e n  a p p l i e d  to  t h e  a s s a y  

o f  e n d o g e n o u s  a n d  e x o g e n o u s  c o m p o u n d s  i n  b i o l o g i c a l  f l u i d s ,  b a s e d  

o n  th e  p r e v i o u s l y  e s t a b l i s h e d  e n z y m e  l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  

t e c h n i q u e  ( E L IS A ) ,  b u t  i n  t h i s  c a s e  u t i l i z i n g  t h e  e n z y m i c  h e a t  

f o r m a t i o n ,  w h i c h  i s  m e a s u r e d  u s i n g  a  p a c k e d - b e d / a d i a b a t i c  

m i c r o c a l o r i m e t e r / t h e r m i s t o r  ( o r  " e n z y m e  t h e r m i s t o r " )  d e t e c t i o n  

s y s t e m  ( 180) .

A  t h e o r e t i c a l  t r e a t m e n t  of s o m e  a n a l y t i c a l  a s p e c t s  of i m m o b i l i z e d  

e n z y m e  c o l u m n s ,  u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e r m i s t o r s ,  h a s  b e e n
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g i v e n  b y  S c h i f r e e n  et  a l  ( I 6 9 ), a n d  a  r e v i e w  of  s o m e  o f  t h e  w o r k  

m e n t i o n e d  i n  T a b l e  1 . 3 .  3 . 1 .  h a s  b e e n  p r o v i d e d  b y  D a n i e l s s o n (  1 77) .

S e c t i o n  1 . 4 . T h e  s c o p e  of  th e  p r e s e n t  w o r k

T h e  m a j o r i t y  of  t h e  w o r k  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s  i s  c o n c e r n e d  w i t h  

t h e  a n a l y t i c a l  a p p l i c a t i o n s  of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  u s i n g  t h e r m a l  

d e t e c t i o n  s y s t e m s ,  a l t h o u g h  C h a p t e r  4 d e s c r i b e s  w o r k  c a r r i e d  

ou t  u s i n g  e l e c t r o d e s  a n d  s p e c t r o p h o t o m e t e r s  a s  d e t e c t o r s .

T h e  u l t i m a t e  a i m s  w e r e  to  d e v i s e  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  f o r  c e r t a i n  

s p e c i e s ,  b a s e d  on  t h e  w e l l - r e c o g n i z e d  a d v a n t a g e s  of  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e s  ( C h a p t e r  1, S e c t i o n  2. 5), i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  a  d e t e c t i o n  

s y s t e m  b a s e d  on  a  u n i v e r s a l  p r o p e r t y  of a l l  c h e m i c a l  r e a c t i o n s  

( i .  e.  a n  e n t h a l p y  c h a n g e ) ,  a n d  to  u n d e r s t a n d  t h e  r e l a t i v e  s i g n i f i c a n c e  

of, a n d  w h e r e  p o s s i b l e  t o  o p t i m i z e  f a c t o r s  s u c h  a s  p a r t i c l e  s i z e  of  

s u p p o r t ,  f l o w  r a t e ,  s a m p l e  d i s p e r s i o n  a n d  c h o i c e  o f  b u f f e r  e t c .

In  p r i n c i p l e ,  t h i s  c o m b i n a t i o n  s h o u l d  b e  a p p l i c a b l e  to  a n y  e n z y m e -  

c a t a l y s e d  r e a c t i o n ,  a n d  t h i s  h a s  g e n e r a l l y  b e e n  s h o w n  to  b e  so 

( C h a p t e r  3).  W h e r e  a  r e a c t i o n  w a s  b e l i e v e d  to  b e  q u a n t i t a t i v e ,  

i t  w a s  p o s s i b l e  to m e a s u r e  t h e  o v e r a l l  e n t h a l p y  of  r e a c t i o n ,  t h e  

r e s u l t s  s h o w i n g  good a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  u s i n g  s o l u b l e  

e n z y m e  m e t h o d s .  H e n c e , i t  w a s  p o s s i b l e  to  s t u d y  t h e  e f f e c t  of 

b u f f e r  on  o v e r a l l  r e a c t i o n  e n th a l p y ,  a n d  a l s o ,  f o r  a  s e r i e s  of  

s e m i - s y n t h e t i c  p e n i c i l l i n s ,  to  c o r r e l a t e  q u a l i t a t i v e l y  t h e i r  

e n t h a l p y  o f  h y d r o l y s i s  w i t h  t h e  s t r u c t u r e  of t h e  s i d e - c h a i n .

C h a p t e r  3 a l s o  c o m p a r e s  t h e  c a p a b i l i t i e s  of  t h e  a n a l y t i c a l  

t e c h n i q u e s  d e v e l o p e d ,  u s i n g  t h e  c o m m e r c i a l  h e a t  l e a k  ty p e  

L K B  10 7 0 0 -1  m i c r o c a l o r i m e t e r  ( f l o w - t h r o u g h  m o d e )  a n d  th e  

f a r  l e s s  e x p e n s i v e  " h o m e - m a d e "  s e m i - a d i a b a t i c  f l o w  m i c r o 

c a l o r i m e t e r .  T he  r e l a t i v e  s u c c e s s  of t h i s  t e c h n i q u e  f o r  

d e t e r m i n a t i o n  of  m a n y  e n z y m e  s u b s t r a t e s  ( C h a p t e r  3) p r o m p t e d
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a  s t u d y  o f  e n z y m e  i n h i b i t o r s  ( C h a p t e r  5), a n d  e n z y m e  a c t i v a t o r s  

( C h a p t e r  6),  a n d  a t t e m p t s  a r e  d e s c r i b e d  t o  d e v e l o p  a n a l y t i c a l  

t e c h n i q u e s  f o r  s u c h  s p e c i e s .

O c c a s i o n a l l y  i t  w a s  r e a l i z e d  t h a t  t h i s  c o m b i n a t i o n  ( i m m o b i l i z e d  

e n z y m e s  a n d  t h e r m a l  d e t e c t o r s )  c o u l d  f ind  a p p l i c a t i o n s  o u t s i d e  

o f  a n a l y s i s ,  a n d  t h e  p o s s i b i l i t y  i s  a d v a n c e d  t h a t  s u c h  t e c h n i q u e s  

c o u l d  b e  u s e d  a s  a n  i n i t i a l  s c r e e n  of  p h a rm a c o l o g i c a J L  a c t i v i t y  

f o r  n e w  d r u g s  i n  t h e  c h o l i n e r g i c  n e r v o u s  s y s t e m  ( C h a p t e r  5, 

S e c t i o n  2), o r  i n  t h e  s t u d y  of  e n z y m e  m e c h a n i s m s  ( C h a p t e r  6, 

S e c t i o n  1. l ) .
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C H A P T E R  2

S e c t i o n  2.  1 .

P r e p a r a t i o n  o f  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  c o v a l e n t l y  b o u n d  to  f i n e l y  

d i v i d e d  s u p p o r t s .

2 .  1. 1. P r e p a r a t i o n  of  a m i n o e t h y l  c e l l u l o s e  ( A . E .  C .  ) - e n z y m e  

d e r i v a t i v e  s .

A l l  a m i n o e t h y l  c e l l u l o s e  -  e n z y m e  d e r i v a t i v e s  w e r e  p r e p a r e d  b y

e s s e n t i a l l y  t h e  s a m e  t e c h n i q u e .  A l l  c h e m i c a l s  w e r e  o b t a i n e d

f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o m p a n y ,  P o o l e ,  U. K. A m i n o e t h y l

c e l l u l o s e  (A. E ,  C .  , 0.  5 g) w a s  w a s h e d  w i t h  b u f f e r ,  (0,  I M

N - e t h y l  m o r p h o l i n e  H C l  (N. e . m ,  H C l )  a t  pH 8.  5 (2 x  20  c m ^ )
3

a n d  t h e n  s u s p e n d e d  i n  a  f u r t h e r  2 0 c m  o f  t h e  s a m e  b u f f e r .

T o  t h i s  w a s  a d d e d  25% a q u e o u s  g l u t a r a l d e h y d e  (1, 0 c m ^ ) ,  a n d  

t h e  m i x t u r e  s t i r r e d  f o r  5 m i n ,  d u r i n g  w h i c h  t i m e  t h e  w h i t e  c o l o u r  

o f  t h e  A . E ,  C. t u r n e d  y e l l o w .  T h e  a c t u a l  r e a c t i o n  i s  c o m p l i c a t e d ,  

a n d  s t i l l  n o t  c o m p l e t e l y  u n d e r s t o o d  (181);  h o w e v e r ,  a t  l e a s t  s o m e  

S c h i f f  b a s e  i s  b e l i e v e d  to  be  f o r m e d ; -

- ^ « 2  + OHC(CHp3CHO — > — N^CH.CHp^-CHO

T h e  r e s u l t a n t  s u s p e n s i o n  w a s  f i l t e r e d  off  a n d  w a s h e d  t h o r o u g h l y  w i t h
3

N ,  e .  m ,  b u f f e r  (a t  l e a s t  3 x 2 0  c m  ), t o  r e m o v e  a l l  t r a c e s  of  u n r e a c t e d

g l u t a r a l d e h y d e  w h i c h  c o u l d  s u b s e q u e n t l y  c a u s e  c r o s s - l i n k i n g  of  the

e n z y m e  a n d  s o  l o w e r  t h e  r e s u l t a n t  a c t i v i t y .  T h e  a l d e h y d e  d e r i v a t i v e
3

w a s  r e - s u s p e n d e d  i n  N.  e ,  m .  b u f f e r  (10 c m  ), t h e  e n z y m e  a d d e d  in  

a p p r o p r i a t e  q u a n t i t y  ( s e e  i n d i v i d u a l  e n z y m e s .  C h a p t e r  3), a n d  t h e  

m i x t u r e  s t i r r e d  i n  i c e d  w a t e r  f o r  2 h  : -

[ - N = C H ( C H ^ ) ^ C H O  + N H — e n z y m e - ^  ] - N = C H ( C H ^ ) ^ - C H = N - e n z y m e
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y

A n y  u n r e a c t e d  a l d e h y d e  g r o u p s  w e r e  b l o c k e d  e i t h e r  b y  s u s p e n s i o n  

i n  0. 1M  t r i s h y d r o x y m e t h y l  a m i n o m e t h a n e  (THA M ) o r  e t h a n o l a m i n e  

b u f f e r s  (pH 8, 0) a t  4 C o v e r n i g h t .  A l t e r n a t i v e l y ,  i t  w a s  f o u n d  

e q u a l l y  a c c e p t a b l e  to  b l o c k  th e  a l d e h y d e  g r o u p s  b y  r e d u c t i o n  w i t h  

a  l i t t l e  N a B H ^  (in p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH  6,  5, a t  0 ° C ) ,  u n t i l  the  

c o l o u r  of  t h e  A . E ,  C,  - e n z y m e  d e r i v a t i v e  h a d  f a d e d  t o  p a l e  y e l l o w  

o r  w h i t e .  T h i s  l a t t e r  t e c h n i q u e  s e r v e d  a l s o  to  r e d u c e  th e  S c h i f f  

b a s e  to  a n  a m i n e  p r o b a b l y  i m p a r t i n g  i n c r e a s e d  r e s i s t a n c e  to 

h y d r o l y s i s  o f  t h e  d e r i v a t i v e .  T h e  r e s u l t a n t  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  

w a s  s t o r e d  i n  b u f f e r ,  a t  i t  p H  o p t i m u m ,

2.  1 P r e p a r a t i o n  o f  c o n t r o l l e d  p o r o s i t y  g l a s s  (C, P .  G, )-  e n z y m e  

d e r i v a t i v e s .

C o n t r o l l e d  p o r o s i t y  g l a s s  (C, P ,  G. ), 2 0 0 - 4 0 0  m e s h ,  (96% S iO ^ ,

3% B O ,  1% N a  O), w i t h  m e a n  p o r e  d i a m e t e r s  Î9 4 4 .S  ( + 4 . 9 % )
2 1 2 1 

a n d  8 5 ^  (+ 19%),  a n d  s u r f a c e  a r e a s  1 3. 3 m  g a n d  2 1 6 ,  9 m  g

r e s p e c t i v e l y ,  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  B,  D,  H .  ( U . K . ) ,

3 - A m i n o p r o p y l t r i e t h o x y s i l a n e w a s  p u r c h a s e d  f r o m  A l d r i c h  C h e m i c a l

C o .  In c ,  , M i l w a u k e e ,  U . S . A .

A l l  o t h e r  c h e m i c a l s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  (U. K.  ),

T h e  e n z y m e  c o u l d  be  e a s i l y  c o u p l e d  to  the  c o n t r o l l e d  p o r o s i t y  

g l a s s ,  v i a  a  f o u r - s t a g e  s y n t h e s i s : -

(a) P r e p a r a t i o n  of  t h e  c a r r i e r

C . P .  G ,  (1 g),  w a s  r e f l u x e d  in  a p p r o x i m a t e l y  18% H N O ^

(conc .  , 70% H N O ^ ,  d i l u t e d  1:3 w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r ) ,  a t  8 0 - 9 0 ° C  

f o r  2 h ,  a n d  t h e n  r i n s e d  to  n e u t r a l i t y  w i th  d i s t i l l e d  w a t e r ,  the  

o v e r a l l  e f f e c t  b e i n g  to  c l e a n  a n d  h y d r a t e  t h e  s u r f a c e  of  t h e  s i l i c a .
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(b) P r e p a r a t i o n  of  t h e  a l k y l a m i n e  d e r i v a t i v e

T o  t h e  C.  P .  G.  , t r e a t e d  a s  i n  (a) ,  w a s  a d d e d  50 c m ^  of  a  1% 

v / v  s o l u t i o n  of  3 - a m i n o p r o p y l t r i e t h o x y  s i l a n e  i n  d r y  a c e t o n e .  

T h i s  w a s  a l l o w e d  to  e v a p o r a t e  to  d r y n e s s  (w i th  o c c a s i o n a l  

s t i r r i n g ) ,  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  a n d  t h e n  h e a t e d  a t  11 5°C 

i n  a n  o v e n  o v e r n i g h t ,  to y i e l d  a n  a l k y l a m i n e  d e r i v a t i v e  of  

s i l i c a ,  w h i c h  c o u l d  b e  s t o r e d  a s  s u c h  u n t i l  r e q u i r e d  f o r  u s e :  -

O

— O -----li* OH

O + N H ^ ( C H ^ ) ^ S i ( O G ^ H ^ ) ^

— O Si— OH

A
——O > Si—  O —  S i—  (CH )—— NHI I 4 3 4

o o
— O-----Si— O ------ J i ---- (CH., )   NH.2 ' 3  2

a l k y l  a m i n e  g l a s s

(c) P r e p a r a t i o n  of  t h e  a l d e h y d e  d e r i v a t i v e

T h i s  r e a c t i o n  w a s  e s s e n t i a l l y  t h e  s a m e  a s  i n  t h e  p r e p a r t i o n  of 

t h e  a l d e h y d e  d e r i v a t i v e  o f  a m i n o e t h y l  c e l l u l o s e  ( s e e  2 ,  1. 1. ), 

e x c e p t  t h a t ,  due  to  t h e  s o l u b i l i t y  of  s i l i c a  in  a l k a l i s  , n e u t r a l  

c o n d i t i o n s ,  a n d  a  l o n g e r  c o u p l i n g  t i m e ^ w e r e  e m p l o y e d .

3
T o  the  a l k y l a m i n e  g l a s s  a s  p r e p a r e d  in  (b) w a s  a d d e d  25 c m  

of  2 .  5% a q u e o u s  g l u t a r a l d e h y d e ,  in  0. I M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  

a t  pH  7. 0. T h e  e n t i r e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  p l a c e d  i n  a
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v a c u u m  d e s i c c a t o r  a n d  p a r t i a l l y  e v a c u a t e d , ,  to  r e m o v e  a n y

g a s  e n t r a p p e d  in  t h e  p o r e s .  C o u p l i n g  w a s  a l l o w e d  to  p r o c e e d
o

f o r  1 h .  T h e  p r o d u c t  ( o r a n g e  f o r  1944 A p o r e  s i z e ,  r e d  f o r  
o

85 A p o r e  s i z e ) ,  w a s  e x h a u s t i v e l y  w a s h e d  w i t h  b u f f e r  to  r e m o v e  

a l l  t r a c e s  of  g l u t a r a d e h y d e ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2.  1. 1.

I
O

O

O H C ( C H  ) C H O  
c a r r i e r — O— S i — (CH., ) -NH.,   — --------------->

I
O

c a r r i e r —  O — ^i— (CH., ) ÿ ^ = C H — (CH ^)^CH O

Î
(d) C o u p l i n g  of  the  e n z y m e  to the  a c t i v e  ( a l d e h y d e )  s i t e

T o  t h e  g l u t a r a l d e h y d e  a c t i v a t e d  c a r r i e r ,  a s  p r e p a r e d  i n  (c),  

w a s  a d d e d  the  a p p r o p r i a t e  e n z y m e ,  a n d  j u s t  e n o u g h  0,  I M  

p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7. 0), t o  c o v e r  th e  s u r f a c e  of  th e  

s u p p o r t  a n d  e n z y m e .  T h e  m i x t u r e  w a s  a l l o w e d  to  s t a n d  in  

a  r e f r i g e r a t o r  a t  4 ° C  f o r  1 2 - 2 4  h,  t h o r o u g h l y  r i n s e d  w i th  

b u f f e r  to  r e m o v e  a n y  u n c o u p l e d  e n z y m e ,  a n d  t r e a t e d  w i th  

T H A M ,  e t h a n o l a m i n e  o r  s o d i u m  b o r o h y d r i d e  to  b l o c k  

u n r e a c t e d  a l d e h y d e  g r o u p s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2.  1. 1.

T h e  a c t u a l  c h o i c e  of  b l o c k i n g  a g e n t  d id  n o t  a p p e a r  c r i t i c a l ,  

a n d  a l l  t h r e e  a p p e a r  to  p e r f o r m  s a t i s f a c t o r i l y .  T h e  g l a s s - 

i m m o b i l i z e d  e n z y m e  w a s  s t o r e d  i n  0. I M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  

c o n t a i n i n g  1 OmM E D T A ,  a t  pH  7. 0, u n t i l  r e q u i r e d  f o r  u s e .
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S e c t i o n  2 .

P r e p a r a t i o n  of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  c o v a l e n t l y  b o u n d  to ,  o r  

e n t r a p p e d  w i t h i n ,  t h e  v i c i n i t y  o f  o t h e r  s o l i d  s u p p o r t s .

2 .  2 .  1. P r e p a r a t i o n  of  e n z y m e s  c o v a l e n t l y  b o u n d  to  the  i n s i d e  of  

n y l o n  t u b i n g .

T h e  m e t h o d  u s e d  w a s  v e r y  s i m i l a r  to  t h a t  d e s c r i b e d  b y  M o r r i s  

e t  a l  (32).  A l l  c h e m i c a l s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  (U. K. ), 

w i t h  th e  e x c e p t i o n  o f  1 - c h l o r o - 2 :3 e p o x y p r o p a n e  ( F i s o n s ) ,  b o r o n  

t r i f l u o r i d e  d i e t h y l  e t h e r a t e ,  N - e t h y l  m o r p h o l i n e  a n d  h e x a m e t h y l e n e  

d i a m i n e  (B. D.  H. ) a n d  t h e  n y l o n  t u b i n g  ( P o r t e x  L t d .  , H y t h e ,  K e n t ) .

S t a g e  1. P r e p a r a t i o n  of  t r i e t h y o x o n i u m  t e t r a f l u o r o b o r a t e

T h e  p r o c e d u r e  u s e d  f o l l o w e d  c l o s e l y  th e  m e t h o d  o f  M e e r w e i n  (182).

1 - c h l o r o - 2 :  3 e p o x y p r o p a n e  (6 .2  5 g) w a s  a d d e d  d r o p w i s e  to  a  

r e f l u x i n g  s o l u t i o n  of  b o r o n  t r i f l u o r i d e  d i e t h y l e  t h e  r a t e  (12.  5 g) i n

125  c m ^  of  d r y  e t h e r ) ,  a n d  v i g o r o u s l y  s t i r r e d  w i t h  a  m a g n e t i c  s t i r r e r .  

W h e n  a l l  t h e  f o r m e r  r e a g e n t  h a d  b e e n  a d d e d  t h e  m i x t u r e  w a s  r e f l u x e d  

f o r  a  f u r t h e r  h o u r ,  a n d  t h e n  a l l o w e d  to  c o o l  to  r o o m  t e m p e r a t u r e  

w i t h  c o n t i n u o u s  s t i r r i n g .  T h e  p r e c i p i t a t e  of  t r i e  t h y  l o x o n i u m  

t e t r a f l u o r o b o r a t e  w a s  w a s h e d  t h o r o u g h l y  w i t h  d r y  e t h e r  (2 x  

.150 c m ^ ) ,  t h e  e x c e s s  of  e t h e r  b e i n g  d e c a n t e d  off ,  a n d  t h e  c o m p o u n d  

d i s s o l v e d  i n  d i c h l o r o m e t h a n e  (50 c m ^ )  to  g ive  a n  a p p r o x i m a t e

2 0% ( w / v )  s o l u t i o n .  T h e  t r i e t h y l o x o n i u m  t e t r a f l u o r o b o r a t e  w a s  

a l w a y s  u s e d  w i t h  24 h of  i t s  p r e p a r a t i o n :  -

4 ( C , H . ) - O B F -  + 2 ( C , H J , 0 +  3C1CH_ CH - C H ,  -------------- >Ù ^ Ù ^  cL
o

3 B F  " +B (O C H C H  OC.,H^) ,
4  5  4  I 4  4  5  3

C H  C l
t r i e t h y l  o x o n i u m  
t e t r a f l u o r o b o r a t e
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S t a g e  2 . A c t i v a t i o n  of  t h e  n y l o n  t u b i n g

N y l o n  t u b i n g  ( 1 m m  i n t e r n a l  d i a m e t e r )  w a s  a c t i v a t e d  b y  d r a w i n g  t h e  

a p p r o x .  20% s o l u t i o n  of  t r i e t h y l o x o n i u m  t e t r a f l u o r o b o r a t e  i n  

d i c h l o r o m e t h a n e  in to  the  t u b e  b y  m e a n s  o f  a  s y r i n g e ,  w i t h  

a p p r o p r i a t e  a t t a c h m e n t s  to a c c o m m o d a t e  the n y l o n  t u b i n g ,  

s e a l i n g  th e  e n d s  o f  t h e  t u b e ,  a n d  i n c u b a t i n g  f o r  60  m i n  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e :  -

n + .  9 ^ ^
- ! _ N H  .  _ L  ^

I 7 +

n y l o n
NH
I

a l k y l a t e d  n y l o n

S t a g e  3. C o n v e r s i o n  to  a m i n e  - s u b s t i t u t e d  n y l o n

A l k y l a t i o n  i n  S t a g e  2 w a s  t e r m i n a t e d  b y  f l u s h i n g  t h e  t u b e  t h r o u g h  

w i t h  d i c h l o r o m e t h a n e  f o r  1 -2  m i n .

T h e  t u b e  w a s  t h e n  p e r f u s e d  w i t h  0. 5M  h e x a m e t h y l e n e  d i a m i n e ,

p H  9. 5, u n t i l  a t  l e a s t  10 c m ^  h a d  b e e n  d r a w n  t h r o u g h  the t u b e

o v e r  a  p e r i o d  of  a b o u t  2 m i n .  A g a i n  t h e  e n d s  of  t h e  t u b e  w e r e

s e a l e d ,  a n d  i n c u b a t e d  f o r  30 m i n .  F i n a l l y ,  t h e  t u b e  w a s  p e r f u s e d
3 - 1w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  f r o m  a p e r s i t a l t i c  p u m p ,  f o r  3 h  ( a t '  120 c m  h ,  ), 

y i e l d i n g  a m i n e - s u b s t i t u t e d  ny lon .

f  ‘ ,  NH -(CH L - N H  y«(CH3)^NH3

S t a g e  4 , A c t i v a t i o n  of  t h e  a m i n e  s u b s t i t u t e d  n y l o n

5% g l u t a r a l d e h y d e  ( v /v )  i n  0. I M  b o r i c  a c i d  a t  p H  8.  5 (NaOH),
3 -1

w a s  p u m p e d  t h r o u g h  the tube  f o r  15 m i n  (2 c m  m i n  ), w a s h e d

f o r  15 m i n  w i t h  0. I M  N - e t h y l m o r p h o l i n e  H C l  (pH S.  5)
3 -1

(2 c m  m i n  ),f i l l e d  w i th  the  a p p r o p r i a t e  e n z y m e  s o l u t i o n  in
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t h e  N,  e . m .  H C l  b u f f e r ,  a n d  i n c u b a t e d  f o r  2 h  a t  4 ^ C  a f t e r  s e a l i n g  

th e  e n d s  of  th e  t u b e .

T h e  t u b e  w a s  w a s h e d  f r e e  of  a n y  u n c o u p l e d  e n z y m e  by  p e r f u s i o n  

w i t h  0. I M  T H A M  (pH 8. 0),  c o n t a i n i n g  0 , 2 5  M  N a C l  f o r  3 h  (which  

a l s o  s e r v e d  to  b l o c k  a n y  u n r e a c t e d  a l d e h y d e  g r o u p s ) .  W h e n  no t  

i n  u s e ,  t u b e s  w e r e  s t o r e d  c o n t a i n i n g  b u f f e r  a t  t h e  p H  o p t i m u m  

o f  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e ,  [O. I M  T H A M  + 1 OmM E D T A  (pH 7) 

o r  0, I M  p h o s p h a t e  + 1 OmM E D T A  (pH 7) ]
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S e c t i o n  2,  2.  2 .

P r e p a r a t i o n  of  e n z y m e s  e n t r a p p e d  n e a r  t h e  s u r f a c e  of  a  g l a s s  

(pH) e l e c t r o d e  - a n  " e n z y m e  e l e c t r o d e " .

A l l  o r g a n i c  c h e m i c a l s  u s e d  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a  (U« K. ). 

T w o  t e c h n i q u e s  w e r e  u s e d ;  a  g e l a  t i n - e n t r a p p i n g  m e t h o d ,  b a s e d  

o n  t h a t  d e s c r i b e d  b y  D u r a n d  e t  a l  (97),  a n d  a  c r o s s - l i n k i n g  

m e t h o d ,  b a s e d  on t h a t  d e s c r i b e d  b y  T r a n - M i n h  e t  a l  (9 3),

(a) G e l a t i n - e n t r a p p i n g  m e t h o d

G e l a t i n  (600 m g )  (S ig m a  22 5 b l o o m )  w a s  s o l u b i l i z e d  i n  d i s t i l l e d  

w a t e r  (10 c m  ) , a t  6 0 °C  f o r  30 m i n ,  a n d  t h e n  a l l o w e d  to c oo l  

to  2 5°C .

T o  a  0. 5 c m ^  a l i q u o t  of  t h i s  g e l a t i n  s o l u t i o n  a t  2 5 ^ C ,  a  k n o w n  

m a s s  o f  e n z y m e  w a s  a d d e d  ( se e  C h a p t e r  4 ,  S e c t i o n  1 , 1 ,  f o r  

e a c h  p a r t i c u l a r  e n z y m e ) ,  a n d  s t i r r e d  u n t i l  d i s s o l v e d .  T h e  

r e s u l t i n g  s o l u t i o n  w a s  p a i n t e d  on  to  th e  s e n s i t i v e  p a r t  of the  

e l e c t r o d e ,  w i t h  a s m a l l  p a i n t  b r u s h ,  a n d  a l l o w e d  to  d r y  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  4 h ,  f o l l o w e d  by  i m m e r s i o n  i n  2,  5% 

g l u t a r a l d e h y d e  s o l u t i o n  (in 0, I M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 , 0 )  

f o r  1 5 m i n .

T h e  e l e c t r o d e  w a s  r i n s e d  in  th e  s a m e  b u f f e r ,  a n d  i n t r o d u c e d  
_ 2

in to  a  1 0 . m g  c m  g l y c i n e  s o l u t i o n  (in 0, I M  p h o s p h a t e  +

10 m M  E D T A ,  a t  pH  7, 0) a n d  l e f t  o v e r n i g h t .  W h e n  n o t  i n  

u s e  t h e  e n z y m e  e l e c t r o d e s  w e r e  s t o r e d  in  t h i s  b u f f e r .

(b) C r o s s - l i n k i n g  m e t h o d

T h e  a p p r o p r i a t e  e n z y m e s  w e r e  m i x e d  w i t h  a  3 - 4  f o l d  (w/v)  

e x c e s s  of  a n  i n e r t  p r o t e i n ,  h u m a n  s e r u m  a l b u m i n  (HSA), a n d  

d i s s o l v e d  in  s u c h  a v o l u m e  of  0. I M  p h o s p h a t e  b u f f e r  a s  to g ive  

a n  a p p r o x i m a t e l y  3 -5%  ( w /v )  of  p r o t e i n  in  s o l u t i o n .
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3T o  t h i s  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  0 ,1  c m  of  25% g l u t a r a l d e h y d e  s o l u t i o n ,  

a n d  t h e  m i x t u r e  s t i r r e d  r a p i d l y .  T h e  e l e c t r o d e  w a s  r e p e a t e d l y  

" p a i n t e d "  w i t h  the  m i x t u r e ,  u s i n g  a  s m a l l  p a i n t  b r u s h ,  u n t i l  i t  

s u d d e n l y  t h i c k e n e d  a n d  s o l i d i f i e d  ( a p p r o x i m a t e l y  30 s e c .  to  1 m i n ,  ) 

T h e  e l e c t r o d e  c o a t i n g  w a s  a l l o w e d  to  d r y  f o r  15 m i n ,  t h e n  d i p p e d  

i n t o  a  10 m g  c m  ^ g l y c i n e  s o l u t i o n  (in 0, I M  p h o s p h a t e  + 10 m M  

E D T A  b u f f e r ,  pH  7. 0), w h e r e  i t  w a s  a l l o w e d  to  r e m a i n  u n t i l  

r e q u i r e d ,  a n d  in  w h i c h  t h e  e l e c t r o d e  w a s  s t o r e d  w h e n  n o t  i n  u s e .
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C H A P T E R  3

D e t e r m i n a t i o n  of  e n z y m e  s u b s t r a t e s  u s i n g  t h e  c o m b i n a t i o n  of  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  w i t h  t h e r m a l  s e n s i n g  d e v i c e s .

S e c t i o n  3. 1 H e a t - l e a k  f low m i c r o c a l o r i m e t e r

3.  1. 1. T h e  L K B  10700-1  m i c r o c a l o r i m e t e r

F o r  m a n y  y e a r s  t h e  u s e  of  c a l o r i m e t r y  i n  a n a l y s i s  h a s  b e e n  

c o m m o n p l a c e  ( s e e  C h a p t e r  1, S e c t i o n  3. I ) .  I t  i s ,  h o w e v e r ,  

o n l y  r e c e n t l y  t h a t  t h e  a v a i l a b i l i t y  of  s e n s i t i v e  c o m m e r c i a l  

m i c r o c a l o r i m e t e r s  h a s  p e r m i t t e d  e x p l o r a t i o n  of  b i o c h e m i c a l  

a n d  m i c r o b i o l o g i c a l  a p p l i c a t i o n s  o f  m i c r o c a l o r i m e t r y  i n  

a n a l y s i s .  T h e  f lo w  m i c r o c a l o r i m e t e r  t h a t  h a s  b e e n  m o s t  

w i d e l y  u s e d  i n  t h e s e  a p p l i c a t i o n s  i s  t h e  LK B  1 0 7 0 0 - 1  m i c r o 

c a l o r i m e t e r .  T h i s  c a l o r i m e t e r ,  of  t h e  h e a t - l e a k  t y p e ,  

c o n t a i n s  tw o  o p e r a t i o n a l  c a l o r i m e t r i c  c e l l s ,  a  b a t c h  c e l l  a n d  

a  f l o w - t h r o u g h  c e l l .  In  t h e  c o u r s e  of t h i s  s t u d y ,  o n l y  t h e  

l a t t e r  c e l l  w a s  u s e d ,  a n d  h e n c e  o n ly  t h i s  w i l l  b e  d e s c r i b e d .

I n  t h e  f l o w - t h r o u g h  c e l l ,  t h e  m a i n  f e a t u r e s  of  w h i c h  a r e  s h o w n  

i n  F i g ,  3. 1. 1. 1 , t h e  s p e c i e s  o f  i n t e r e s t  i s  p u m p e d  t h r o u g h  a  

s m a l l  m i c r o c o l u m n  s i t u a t e d  w i t h i n  t h e  c e l l  ( i n  t h i s  s tu d y ,  

c o n t a i n i n g  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e ) ,  a n d  t h e  i n s t r u m e n t  m e a s u r e s  

t h e  r a t e  of h e a t  f lo w  f r o m  t h e  m i c r o c o l u m n ,  ( c a u s e d  b y  t h e  

r e a c t i o n  p r o c e s s ) ,  v i a  t h e  t h e r m o p i l e s ,  t o  a n  i n f i n i t e  h e a t  s i n k  

g e n e r a t i n g  a  v o l t a g e ,  AE, o v e r  t h e  t h e r m o p i l e s  w h i c h  i s  

d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  to  t h e  h e a t  f lo w .  T h i s  v o l t a g e  i s  a m p l i f i e d  

b y  a  K e i t h l y  1 50B N u l l - v o l t m e t e r ,  t o  a  l e v e l  s u i t a b l e  f o r  d i s p l a y  

o n  a  100 m V  c h a r t  r e c o r d e r .

T h e  t e m p e r a t u r e  i n  t h e  r e g i o n  of  t h e  c e l l s  w a s  m a i n t a i n e d  

c o n s t a n t  w i t h i n  0. 001 °C  b y  a n  L K B  a i r  t h e r m o s t a t ,  i n  w h i c h
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t h e  c e l l s  w e r e  h o u s e d ,  ( th e  r e a c t i o n  c e l l s  a n d  t h e r m o s t a t  b e i n g  

c o l l e c t i v e l y  r e f e r r e d  to  a s  t h e  L K B  a s s e m b l y ) .  U n d e r  t h e s e  

c o n d i t i o n s ,  t h e  s e n s i t i v i e s  of  h e a t  m e a s u r e m e n t s  w e r e (  l ; iW  

( c o n t i n u o u s  h e a t  e f f e c t ) ,  o r  ^  I m J  ( h e a t  p u l s e ) .

A=infinate heat sink 
B=microcolunnn(cont. immobilized enzyme) 

teflon filter popers

D=
E=
F=:

thermopiles 
thermol equilibrotion coil 
secondary heot exchonger

F i g .  3. 1. 1. 1.
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T h e  i n n e r  d i m e n s i o n  of  t h e  m i c r o c o l u m n  w e r e  a p p r o x i m a t e l y

6 m m  X 1 7 m m ,  c o r r e s p o n d i n g  to  a  t o t a l  v o l u m e  o f  a p p r o x i m a t e l y  
3

0.  5 c m  . I m m o b i l i z e d  e n z y m e  c o u l d  b e  e a s i l y  c o n f i n e d  w i t h i n  

t h i s  m i c r o c o l u m n  b y  m e a n s  of  t e f l o n  f i l t e r  p a p e r s  s i t u a t e d  o v e r  

t h e  i n l e t  a n d  o u t l e t .  A  s h o r t  h e a t  e x c h a n g e r  f o l l o w i n g  t h e  

m i c r o c o l u m n  e n s u r e d  c o m p l e t e  h e a t  t r a n s f e r  f r o m  t h e  l iq u id .  

T h e  f lo w  w a s  g e n e r a t e d  b y  a  p e r i s t a l t i c  p u m p ,  w i t h  f lo w  r a t e  

of  b e t w e e n  0. 072 a n d  0 . 4 3  c m  m i n   ̂ d e p e n d i n g  on  t h e  s y s t e m  

b e i n g  s t u d i e d .

A f t e r  f i l l i n g  w i t h  i m m o b i l i z e d  e n z y m e ,  the  m i c r o c o l u m n  w a s  

i n s e r t e d  i n to  t h e  i n s t r u m e n t ,  w h i c h  w a s  lef t  to  e q u i l i b r a t e  w i t h  

a  c o n s t a n t  b u f f e r  f low  u n t i l  a  s t a b l e  b a s e l i n e  w a s  r e c o r d e d  

( a t  l e a s t  2 - 3  h .  ).

T h e  e x p e r i m e n t a l  a r r a n g e m e n t  i s  s h o w n  s c h e m a t i c a l l y  i n  

F i g .  3. 1 . 1 . 2 .

A s  c a n  b e  s e e n  b u f f e r  w a s  p u m p e d  f r o m  th e  r e s e r v o i r  b y  a  

p e r i s t a l t i c  p u m p  ( u s u a l l y  a n  L K B ,  m o d e l  10200) ,  t h r o u g h  a n  

" A l t e x "  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  s a m p l e  i n j e c t i o n  v a l v e ,  w h e r e  

h i g h l y  r e p r o d u c i b l e  v o l u m e s  (500 ,ul) of s u b s t r a t e  s o l u t i o n  

( i n  t h e  b u f f e r )  c o u l d  b e  i n t r o d u c e d  i n t o  the  f l o w i n g  b u f f e r  s t r e a m ,  

a n d  t h e n  t o  th e  L K B  t h e r m o s t a t  w h e r e  b u f f e r  a n d  s a m p l e  w e r e  

t h e r m a l l y  e q u i l i b r a t e d  b e f o r e  r e a c h i n g  t h e  m i c r o c o l u m n  

c o n t a i n i n g  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e .  H e r e  t h e  s u b s t r a t e  w a s  

r a p i d l y  c o n v e r t e d  t o  p r o d u c t  a n d  t h e  r e s u l t a n t  e n t h a l p y  c h a n g e  

r e g i s t e r e d  a s  a  " h e a t  p u l s e "  on t h e  c h a r t  r e c o r d e r .

A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  s u b s t r a t e  s o l u t i o n  c o u ld  b e  c o n t i n u o u s l y  

p u m p e d  in to  t h e  m i c r o c a l o r i m e t e r  b y  i n c l u d i n g  t h e  s u b s t r a t e
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s o l u t i o n  i n  t h e  r e s e r v o i r ,  u n t i l  a  q u a s i  s t e a d y - s t a t e  w a s  r e g i s t e r e d  

o n  t h e  c h a r t  r e c o r d e r .  In  g e n e r a l ,  c o n t i n u o u s  f lo w  m e t h o d s  w e r e  

f o u n d  to  h a v e  t h e  a d v a n t a g e  of b e i n g  m o r e  s e n s i t i v e ,  b u t  the  

d i s a d v a n t a g e  o f  r e q u i r i n g  a  l a r g e r  s a m p l e  v o l u m e ,  a n d  of  

r e q u i r i n g  l o n g e r  a n a l y s i s  t i m e s .

T h e  h e a t  g e n e r a t e d  c o u ld ,  a f t e r  b e i n g  r e g i s t e r e d  on  t b e  c h a r t  

r e c o r d e r ,  b e  e x p r e s s e d  i n ( c o n t i n u o u s  f low  m e t h o d s )  o r  mJ- 

(a f t e r  i n t e g r a t i o n  of t h e  h e a t  p u l s e  i n  i n j e c t i o n  e x p e r i m e n t s )  by  

m e a n s  of t h e  e l e c t r i c a l  c a l i b r a t i o n  e q u i p m e n t ,  a l s o  i n c l u d e d  i n  

t h e  L K B  m i c r o c a l o r i m e t e r  a s s e m b l y .

3 . 1 . 2 .  S o m e  f u n d a m e n t a l  a s p e c t s  of  t h e  u s e  of t h e  L K B  10700-1

a s s e m b l y  w i t h  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  p a c k i n g ,  a n d  th e  e f f e c t  

of  v a r i o u s  p a r a m e t e r s  on a n a l y t i c a l  p e r f o r m a n c e .

P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  w e r e  d i r e c t e d  t o w a r d s  t h e  o p t i m i z a t i o n  

o f  m a n y  p a r a m e t e r s  i n v o l v e d  i n  t h e  m i c r o c a l o r i m e t r i c  a n a l y s i s  

o f  e n z y m e  s u b s t r a t e s ,  u s i n g  t h e  c o m b i n a t i o n  of  t h e  L K B  10700-1  

m i c r o c a l o r i m e t e r  ( c o n t i n u o u s  f low m o d e ) ,  a n d  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e s .

I n  p a r t i c u l a r  f o r  e v e r y  i m m o b i l i z e d  e n z y m e / s u b s t r a t e  s y s t e m  

s t u d i e d ,  t h e  o v e r a l l  a n a l y t i c a l  p e r f o r m a n c e  w a s  f o u n d  to  d e p e n d  

o n  f a c t o r s  s u c h  a s  p a r t i c l e  s i z e  of  t h e  s u p p o r t ,  f low  r a t e  u s e d ,  

l e n g t h  of t h e  t h e r m a l  e q u i l i b r a t i o n  t u b i n g  a n d  t y p e  of  p a c k i n g  of 

s u p p o r t  i n  t h e  r e a c t i o n  c e l l .

(a)  P a r t i c l e  s i z e  a n d  s u r f a c e  a r e a

T h e  t h r e e  s u p p o r t s  u s e d  in  t h i s  s t u d y  w e r e  a s  f o l l o w s : -



a m i n o e t h y l
c e l l u l o s e

c o n t r o l l e d
p o r o s i t y
g l a s s

c o n t r o l l e d
p o r o s i t y
g l a s s

" m e s h " s i z e

m e d i u m
75 jum d ia .  )

2 0 0 - 4 0 0
( 3 7 - 7 5 ^pm d ia .  )

2 0 0 - 4 0 0  
( 3 7 - 7 5 ^ m  d ia .
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s u r f a c e  a r e a  c o n c . of  f u n c t i o n a l
g r o u p s

u n k n o w n  ^ j 3 0 0 ^ - e q u i v s  p e r  
( « 1 3 . 3 m  g g r a m  ( g i v e n  b y  S ig m a )

^ 2 - 1  1 3 . 3 m  g

2 _1 2 1 6 . 9  r n  g

a p p r o x .  5Op. e q u i v s .  
p e r  g r a m

a p p r o x . 3 0 0 - 5 0 0  
yU e q u i v s  p e r  g r a m

t h e s e  s u r f a c e  c o n c e n t r a t i o n s  of  f u n c t i o n a l  g r o u p s  w e r e  

e s t i m a t e d  by  th e  m e t h o d  g i v e n  i n  a p p e n d i x  2.

T h e  e f f e c t  of  f low r a t e  on  t h e  p e a k  a r e a  o b t a i n e d  o n  p a s s a g e  of
3 “ 3

a  0.  5 c m  p u l s e  of  0. 5 x  10 M g l u c o s e  o v e r  t h e  e n z y m e s  g l u c o s e

o x i d a s e  a n d  c a t a l a s e  c o - i m m o b i l i z e d  on  e a c h  of  t h e  t h r e e  s u p p o r t s

l i s t e d  a b o v e  i s  g i v e n  i n  F i g .  3.  1 . 2 . 1 .

T h e  g l a s s  s u p p o r t e d  e n z y m e s  i n  b o t h  c a s e s  s h o w e d  p e a k  h e i g h t  

( a n d  h e n c e  s e n s i t i v i t y ) ,  t o  i n c r e a s e  w i t h  i n c r e a s i n g  f l o w  r a t e ,  

w h i l s t  p e a k  a r e a s  r e m a i n e d  e s s e n t i a l l y  i n d e p e n d e n t  of  t h e  f low  

r a t e .  T h i s  w o u l d  b e  t h e  r e s u l t  e x p e c t e d  i f  a l l ,  o r  e v e n  a  

c o n s t a n t  f r a c t i o n  of, t h e  s u b s t r a t e  w a s  c o n v e r t e d  t o  p r o d u c t .  

H o w e v e r ,  w i t h  a m i n o e t h y l  c e l l u l o s e  s u p p o r t e d  e n z y m e s ,  t h e  

r e v e r s e  w a s  found  ( i .  e .  p e a k  h e i g h t  a p p e a r e d  to  b e  l a r g e l y  

i n d e p e n d e n t  of f low  r a t e ,  w h i l s t  p e a k  a r e a  i n c r e a s e d  w i t h  

i n c r e a s i n g  f lo w  r a t e .

T h e  i n d e p e n d e n c e  of  p e a k  h e i g h t  on  f lo w  r a t e  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  

b y  p o s t u l a t i n g  t h a t  i n s u f f i c i e n t  e n z y m e  w a s  p r e s e n t  to  c o n v e r t  

a l l  t h e  s u b s t r a t e  to  p r o d u c t  ( i .  e.  t h a t  t h e  r e a c t i o n  w a s  z e r o  

o r d e r  w i t h  r e s p e c t  to  s u b s t r a t e ) ,  a s  c o u l d  t h e  d e p e n d e n c e  of  p e a k
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a r e a  on f lo w  r a t e  ( i .  e .  on  t h e  r e s i d e n c e  t i m e  of  t h e  s u b s t r a t e  i n

t h e  r e a c t i o n  c e l l ) . H o w e v e r ,  i n c r e a s i n g  t h e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n

w h i l s t  k e e p i n g  t h e  f l o w  r a t e  c o n s t a n t  w o u l d  not ,  i f  t h i s  w e r e  so,  be

e x p e c t e d  t o  a f f e c t  e i t h e r  t h e  p e a k  h e i g h t  o r  t h e  p e a k  a r e a .  T h a t  t h i s

w a s  not  so w a s  e a s i l y  sh o w n ,  i n d e e d ,  d o u b l in g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of

s u b s t r a t e  to  1 x  10 r e s u l t e d  i n  a l m o s t  a  d o u b l in g  o f  b o t h  p e a k

h e i g h t  a n d  p e a k  a r e a .  F u r t h e r m o r e  t h e  b i n d in g  c a p a c i t y  of
2 -1a m i n o e t h y l  c e l l u l o s e  w a s  g r e a t e r  t h a n  t h a t  of t h e  1 3 . 3 m  g s u r f a c e  

a r e a  c o n t r o l l e d  p o r o s i t y  g l a s s ,  w h e r e  t h e  e f f e c t  w a s  no t  o b s e r v e d  

( s e e  F i g .  3.  1 . 2 .  1 . ) .  T h e  p r o b a b l e  e x p l a n a t i o n  i s  t h a t  a n  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e  r e a c t i o n ,  u n l i k e  t h e  c a s e  w h e r e  b o t h  s p e c i e s  a r e  i n  s o lu t io n ,  

c a n  b e  e n v i s a g e d  of o c c u r r i n g  i n  t h r e e  s t a g e s : -

k  - k  k
S + E  ----   }  E S  -------   )  E P     > E  + P

d i f f u s i o n  of c o n v e r s i o n  d i f f u s i o n  o f
s u b s t r a t e  t o  p r o d u c t  p r o d u c t  a w a y
to  e n z y m e  b y  e n z y m e  f r o m  e n z y m e

S = s u b s t r a t e

E  = i m m o b i l i z e d  e n z y m e

P  = p r o d u c t

I t  a p p e a r  l i k e l y  t h a t  f o r  t h e  r e l a t i v e l y  l a r g e  p a r t i c l e s  of  a m i n o 

e t h y l  c e l l u l o s e ,  t h e  m a s s  t r a n s f e r  r a t e  of  s u b s t r a t e  t o  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e  (k^)  i s  t h e  r a t e  l i m i t i n g  s t e p .  T h i s  w o u l d  p l a u s i b l y  e x p l a i n  

a l l  t h e  o b s e r v e d  f a c t s  ( i .  e .  t h e  i n d e p e n d e n c e  of p e a k  h e i g h t  on  f lo w  

r a t e ,  a n d  t h e  d e p e n d e n c e  of p e a k  a r e a  o n  b o t h  f l o w  r a t e  a n d  s u b s t r a t e  

c o n c e n t r a t i o n ) .  A s  a  c o n s e q u e n c e  i t  w a s  r e a l i s e d  t h a t  t h e  p a r t i c l e  

s i z e  of  t h e  s u p p o r t  w a s  o f t e n  m o r e  i m p o r t a n t  t h a n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  

of  f u n c t i o n a l  g r o u p s  on i t s  s u r f a c e .  M a n y  f in e l y  d i v i d e d  s u p p o r t s ,  

s o m e  w i t h  m e a n  p a r t i c l e  d i a m e t e r s  e v e n  l e s s  t h a n  3 7 ^  , a r e  i n  

u s e  i n  v a r i o u s  f o r m s  of  c h r o m a t o g r a p h y ,  a nd  h e n c e  a r e  e a s i l y
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o b t a i n a b l e .  H o w e v e r ,  t h e  c o m b i n a t i o n  of t h e  e a s e ,  of  a c t i v a t i o n  

o f  c o n t r o l l e d  p o r o s i t y  g l a s s ,  w i t h  r e l a t i v e l y  i n e x p e n s i v e  and  

e a s y  t o  h a n d l e  r e a g e n t s ,  a n d  i t s  n o n - b i o g r a d a b i l i t y  ( in  c o n t r a s t  

t o  m o s t  o r g a n i c  p o l y m e r s ) ,  a p p e a r e d  t o  maJke t h i s  t h e  s u p p o r t  of 

c h o i c e ,  p r o v i d e d  t h a t  t h e  e n z y m e  i m m o b i l i z e d  w a s  c o m p a t i b l e  w i th  

pH v a l u e s  of  l e s s  t h a n  10.

(b) E f f e c t  of s a m p l e  d i s p e r s i o n  i n  t h e  t h e r m a l  e q u i l i b r a t i o n  tu b in g  

a n d  f low  r a t e .

I t  i s  i m p o r t a n t  to  c o n s i d e r  t h e  p r o p e r t i e s  of  tw o  i d e a l i z e d  l i m i t i n g  

r e a c t o r s ,  n a m e l y ,  t h e  p e r f e c t  p lu g  f l o w  r e a c t o r  a n d  t h e  i d e a l ,  

c o n t i n u o u s l y -  s t i r r e d  r e a c t o r .  A  p e r f e c t  p lug  r e a c t o r  i s  one  w h i c h  

i s  o p e r a t e d  s u c h  t h a t  t h e r e  i s  no a x i a l  m i x i n g  of  t h e  r e a c t a n t  ( in  

t h i s  c a s e ,  s u b s t r a t e ) ,  p lu g  w i t h  t h e  f l u i d  i n  f r o n t  o r  b e h i n d .  T he  

s a m p i ' e  f l o w s  t h r o u g h  t h e  c o l u m n  o r  p a c k e d  b e d  w i t h  a n  i n f i n i t e l y  

s h a r p  f r o n t  a n d  t a i l .  I t  i s  e a s y  t o  s h o w  t h a t  t h e  e x t e n t  of 

c o n v e r s i o n  i n  s u c h  a  r e a c t o r  i s  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  w h i c h  o c c u r s  

i n  a  p u r e  b a t c h  r e a c t o r  i n  a  p e r i o d  of  t i m e  e q u a l  t o  t h e  r e s i d e n c e  

t i m e  i n  t h e  f low  r e a c t o r .  S i n c e  t h e r e  i s  no m i x i n g  of f lu id ,  t h e r e  

i s  no d i l u t i o n  to  c o n s i d e r ,  i n  m a r k e d  c o n t r a s t  to  t h e  o t h e r  e x t r e m e  

l i m i t  o f  b e h a v i o u r ,  t h e  p e r f e c t l y  w e l l - m i x e d  r e a c t o r .  In  t h i s  

t y p e  of  r e a c t o r  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  a n y  s a m p l e  o r  f l u i d  e n t e r i n g  

t h e  r e a c t o r  i s  i n s t a n t a n e o u s l y  m i x e d  w i t h  a l l  o t h e r  f l u i d  i n  t h e  • 

r e a c t o r .  P h y s i c a l l y ,  t h i s  i s  e q u i v a l e n t  to  a n  e x p o n e n t i a l  

d i l u t i o n .

T h e s e  tw o  l i m i t i n g  m o d e l s  a r e  v a l u a b l e  i n  t h e  f o l l o w i n g  r e g a r d s .  

F i r s t ,  w i t h  a ny  r e a l  r e a c t o r ,  no h e a t  f lu x  g r e a t e r  t h a n  t h a t  w h i c h  

w o u l d  o c c u r  i n  a  p lug  f lo w  r e a c t o r  i s  p o s s i b l e ,  n o r  c a n  th e  

d u r a t i o n  o f  t h e  h e a t  p u l s e  (on  w h i c h  t h e  o v e r a l l  a n a l y s i s  t i m e  

m a y  d e p e n d )  b e  r e d u c e d  to  l e s s  t h a n  t h a t  o b t a i n e d  i n  a  p e r f e c t
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p l u g  f lo w  r e a c t o r .  F u r t h e r ,  no m a t t e r  h o w  p o o r l y  d e s i g n e d  t h e  

a c t u a l  r e a c t o r ,  t h e  r e s p o n s e  t i m e  c a n n o t  b e  l o n g e r  t h a n  t h a t  of a  

w e l l  m i x e d  r e a c t o r .  C l e a r l y  an y  r e a l  r e a c t o r  l i e s  b e t w e e n  th e  

a b o v e  l i m i t s ,  a n d  t h u s  m a x i m u m  s e n s i t i v i t y  o c c u r s  w i t h  t h e  p e r f e c t  

p l u g  f lo w  r e a c t o r ,  w h i l s t  m a x i m u m  a n a l y s i s  t i m e  w i l l  o c c u r  w i t h  

a  p e r f e c t l y  w e l l - m i x e d  r e a c t o r .  A d d i t i o n a l l y ,  t h e  s h o r t e s t  

a n a l y s i s  t i m e  s h o u l d  a l s o  o c c u r  w i t h  a  p e r f e c t  p lu g  f lo w  r e a c t o r ,  

a l t h o u g h  a d d i t i o n a l  f a c t o r s  c a n  a l s o  a c t  to  b r o a d e n  t h e  p e a k ,  w h i c h  

m a y  b e  m o r e  s i g n i f i c a n t  t h a n  t h e  a c t u a l  h e a t  p u l s e  i t s e l f ,  s u c h  

a s  s l u g g i s h  h e a t  t r a n s f e r  to  t h e  d e t e c t o r ,  s l o w  r e s p o n s e  of t h e  

d e t e c t o r  o r  s lo w  e l e c t r o n i c  r e s p o n s e  of  t h e  m e a s u r i n g  a n d  

r e c o r d i n g  s y s t e m .

In  c o n n e x i o n  w i t h  t h i s ,  i t  b e c o m e s  o b v i o u s  t h a t  t h e  l o n g e r  a  

s a m p l e  p u l s e  of s u b s t r a t e  r e m a i n s  i n  t h e  t h e r m a l  e q u i l i b r a t i o n  

t u b i n g  b e t w e e n  t h e  s a m p l e  i n j e c t i o n  v a l v e ,  a n d  t h e  m i c r o c a l o r 

i m e t e r  i t s e l f ,  t h e  m o r e  a x i a l  d i s p e r s i o n  w o u l d  o c c u r  b y  d i f f u s io n  

m e c h a n i s m s ,  a n d  h e n c e  t h e  l e s s  l i k e  a  p e r f e c t  p lu g  t h e  s a m p l e  

w o u l d  a p p e a r  a s  i t  e n t e r e d  t h e  r e a c t i o n  c e l l  i t s e l f .

T o  m i n i m i z e  t h i s  s a m p l e  d i s p e r s i o n ,  ( i . e .  r e s i d e n c e  t i m e  i n  t h e  

t h e r m a l  e q u i l i b r a t i o n  tub ing ) ,  i t  w a s  f o u n d  a d v a n t a g e o u s  to  u s e  a s  

s h o r t  a  p i e c e  of  t h e r m a l  e q u i l i b r a t i o n  t u b in g  a s  p o s s i b l e ,  an d  a s  

h i g h  a  f lo w  r a t e  a s  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  r e a s o n a b l e  b a s e l i n e  n o i s e  

( s e e  a l s o  n e x t  S e c t i o n ) .

T h e  n e t  e f f e c t  of  r e d u c i n g  th e  t h e r m a l  e q u i l i b r a t i o n  t u b i n g ,  a n d  

i n c r e a s i n g  t h e  f lo w  r a t e ,  i s  s h o w n  in  T a b l e  3. 1 . 2 . 2 .
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I n  e a c h  of  t h e  a b o v e  e x p e r i m e n t s ,  t h e  p e a k  a r e a ,  m e a s u r e d  b y  a  

p l a n i m e t e r ,  r e m a i n e d  a p p r o x i m a t e l y  c o n s t a n t  5%). A l t h o u g h  

i t  m a y  b e  t h o u g h t  t h a t  i t  w o u l d  b e  a d v a n t a g e o u s  to  i n c r e a s e  t h e  

f l o w  r a t e ,  a n d  d e c r e a s e  t h e  l e n g t h  of  e q u i l i b r a t i o n  t u b i n g  s t i l l  

f u r t h e r ,  • t h i s  w a s  no t  a l w a y s  t h e  c a s e .  I n c r e a s i n g  t h e  f lo w  r a t e  

p r o d u c e d  a  n o i s y  b a s e l i n e  ( s e e  n e x t  S e c t i o n ) ,  w h i l s t  d e c r e a s i n g  

t h e  e q u i l i b r a t i o n  t u b e - l e n g t h  f u r t h e r  o f t e n  g a v e  r i s e  t o  c o n s i d e r a b l e  

b a s e l i n e  d r i f t  a n d  o t h e r  n o i s e ,  d u e  t o  i n c o m p l e t e  t e m p e r a t u r e  

e q u i l i b r a t i o n  of  b u f f e r  a n d  s a m p l e .  H e n c e  t h e  a c t u a l  o p t i m u m  

f l o w  r a t e  a n d  l e n g t h  of  e q u i l i b r a t i o n  t u b i n g  h a d  t o  b e  j u d g e d  i n  

t e r m s  of a  c o m p r o m i s e  b e t w e e n ,  on  t h e  o n e  h a n d ,  s l i g h t l y  

g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  a n d  s l i g h t l y  s h o r t e r  a n a l y s i s  t i m e ,  a n d  on  

t h e  o t h e r ,  q u a l i t y  of  b a s e l i n e .

I t  d id  not  i n  a n y  c a s e  a p p e a r  p o s s i b l e  to  r e d u c e  a n a l y s i s  t i m e s  

s i g n i f i c a n t l y  b e l o w  15 m i n ,  due  to  t h e  h i g h  t i m e - c o n s t a n t  of  t h e  

m i c r o c a l o r i m e t e r  i t s e l f ,  a n d  t h e r e f o r e  m o s t  a n a l y s e s  w e r e  

c a r r i e d  ou t  u s i n g  a  f lo w  r a t e  of  0. 32 c m ^  m i n  \  w i t h  a  one  

m e t r e  l e n g t h  of  e q u i l i b r a t i o n  t u b in g .

I n  c o n t i n u o u s  i n j e c t i o n  a n a l y s i s ,  i t  w a s  o b v i o u s l y  e v e n  m o r e  

a d v a n t a g e o u s  to  u s e  a s  h i g h  f low r a t e s  a s  p o s s i b l e ,  a s  t h e  s t e a d y -  

s t a t e  d i s p l a c e m e n t  w a s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  to  t h e  f l o w  r a t e ,  

b e c a u s e  m o r e  m o l e s  of  s u b s t r a t e  p e r  s e c .  r e a c h e d  t h e  r e a c t i o n  

c e l l .  T h e  l e n g t h  of  e q u i l i b r a t i o n  t u b i n g  u s e d  d i d  n o t ,  o f  c o u r s e ,  

a f f e c t  th e  s e n s i t i v i t y  of  t h e  c o n t i n u o u s - i n j e c t i o n  t y p e  o f  a n a l y s i s .

F i g . 3 . 1 . 2 . 3 .  i l l u s t r a t e s  t h e  e f f e c t  of  f low  r a t e  a n d  s u p p o r t ,  on  

t h e  s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t  w h e n  a  c o n t i n u o u s  p u l s e  o f  g l u c o s e  

w a s  p a s s e d  o v e r  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  s y s t e m  g l u c o s e  o x i d a s e /  

c a t a l a s e .
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(c)  T y p e  of  p a c k i n g  of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  i n  r e a c t i o n  c e l l .

A l t h o u g h  v a r i o u s  t y p e s o f  p e r s t a l t i c  p u m p  w e r e  u s e d  t o  d e l i v e r  

b u f f e r  a n d  s a m p l e  to  t h e  m i c r o c a l o r i m e t e r ,  e v e r y o n e  w a s  found  

to  c a u s e  a  s l i g h t  p u l s i n g  i n  t h e  f lo w  s t r e a m  t h a t  c o u l d  n o t  b e  

c o m p l e t e l y  r e m o v e d  b y  t h e  u s e  of  p u l s e - s u p p r e s s o r s .  A s  t h e  

s o l u t i o n s  w e r e  f o r c e d  t h r o u g h  t h e  t i g h t l y  p a c k e d  b e d  o f  i m m o b i l 

i z e d  e n z y m e  i n  t h e  r e a c t i o n  c e l l  of  t h e  m i c r o c a l o r i m e t e r ,  a  

f r i c t i o n a l  h e a t i n g  e f f e c t  w a s  p r o d u c e d ,  s h o w n  b y  a  f a l l  i n  t h e  

h e a t  f lu x  g e n e r a t e d  i f  t h e  f low  w a s  s w i t c h e d  off .  H o w e v e r ,  

p r o v i d e d  t h e  f lo w  r a t e  w a s  a b s o l u t e l y  c o n s t a n t ,  t h i s  w o u l d  a l s o  

b e  c o n s t a n t  a n d  h e n c e  w o u l d  not  a f f e c t  t h e  q u a l i t y  o f  t h e  b a s e l i n e .  

B e c a u s e  of  t h e  i n h e r e n t  p u l s i n g ,  i r r e g u l a r  d i f f e r e n c e s  i n  t h i s  

f r i c t i o n a l  h e a t i n g  e f f e c t  r e s u l t e d  i n  a  b a s e l i n e  o f  p o o r  q u a l i t y .

T h i s  c o u ld ,  to  a  l a r g e  e x t e n t ,  b e  a l l e v i a t e d  b y  o n l y  p a c k i n g  th e  

r e a c t i o n  c o l u m n  b e t w e e n  o n e - t h i r d  a n d  o n e - h a l f  f u l l  o f  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e ,  a n d  u s i n g  a n  u p w a r d - f l o w ,  a s  i f  i n  a  ’’f l u i d i z e d - b e d "

d e s i g n .  W h e t h e r  o r  no t  t h e  e n z y m e  b e d  w a s  a c t u a l l y  f l u i d i z e d
3 -1a t  t h e  f lo w  r a t e s  u s e d  ( a b o u t  0. 32 c m  m i n  ) w a s  n o t  p r o v e n ,  

b u t  t h e  m o t i o n  of  t h e  f l u i d  o v e r  t h e  ( p r e s u m a b l y )  l e s s  t i g h t l y  

p a c k e d  s u p p o r t  p a r t i c l e s  g a v e  r i s e  t o  s m a l l e r  f r i c t i o n a l  h e a t i n g  

e f f e c t s  a n d  h e n c e  th e  p r o b l e m  of t h e  p o o r  b a s e l i n e  q u a l i t y  due  

t o  t h e  p u l s i n g  w a s ,  to  a  c e r t a i n  e x t e n t ,  o v e r c o m e .

(d) E f f e c t  of s a m p l e  s i z e  .. _ . . .

T a b l e  3. 1 . 2 . 4 .  s h o w s  t h e  p e a k  h e i g h t s ,  a n d  t i m e s  t a k e n ,  f o r

t h e  r e c o r d e d  p e a k  to r i s e  f r o m  a n d  r e t u r n  to  t h e  b a s e l i n e ,  i n
- 3

o n e  p a r t i c u l a r  s e r i e s  of  r u n s  u s i n g  0 . 9 5  x  10 u r e a ,  a n d

i m m o b i l i z e d  u r e a s e  p a c k in g ,  w i t h  d i f f e r e n t  p u l s e  v o l u m e s .
3 - 1  •

( f l o w  r a t e  = 0. 32 c m  m i n  ).
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T A B L E  3. 1 . 2 . 4 .

v o l .  of  p u l s e / p .  1 p e a k  h e i g h t ( u n i t s )  a n a l y s i s  t ime/o^ in

100 6 . 0  11

200 1 4 . 0  13

500 3 1 . 0  15

f l a t - t o p p e d  p e a k  (3500)  1 0 8 .0  25

B a s e d  on  t h e  a b o v e  t a b l e ,  i t  a p p e a r e d  t h a t  th e  m a x i m u m  s e n s i t i v i t y  

c o n s i s t e n t  w i t h  r e a s o n a b l e  a n a l y s i s  t i m e  w a s  to u s e  a  500 ^  1 p u l s e .  

U n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  of t h e  ab o v e  r u n s ,  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  s a m p l e  

v o l u m e ,  a n d  p e a k  h e i g h t  a r e  a p p r o x i m a t e l y  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  

i n  t h e  r a n g e  1 0 0 p  1 —^ 5 0 0 1 .

C o n s e q u e n t l y ,  a l l  p u l s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  u s i n g  a  

500 y. 1 p u l s e  of  s a m p l e .  Of c o u r s e ,  w h e r e  m a x i m u m  s e n s i t i v i t y  

w a s  r e q u i r e d ,  t h i s  c o u l d  b e  a c h i e v e d  ( a t  t h e  e x p e n s e  o f  a n a l y s i s  

t i m e )  b y  u s i n g  a  " c o n t i n u o u s  p u l s e "  a s  d e s c r i b e d  e a r l i e r .

(e)  C o r r e l a t i o n  b e t w e e n  p e a k  h e i g h t  a n d  p e a k  a r e a

U n d e r  b o t h  s t e a d y - s t a t e  a n d  p u l s e  e x p e r i m e n t s ,  t h e  h e a t  f lu x  

g e n e r a t e d  i s  s i m p l y  e q u a l  to  t h e  n u m b e r  of  m o l e s  o f  s u b s t r a t e  

c o n v e r t e d  to  p r o d u c t  p e r  un i t  t i m e  m u l t i p l i e d  b y  t h e  e n t h a l p y  

c h a n g e  p e r  m o l e  of  r e a c t i o n .

In  t h e  s t e a d y - s t a t e  ( c o n t i n u o u s  i n j e c t i o n )  m o d e ,  t o t a l  e n t h a l p y  

c h a n g e  i s  p r o p o r t i o n a l  to  t h e  d i s p l a c e m e n t  of  t h e  b a s e l i n e .

In t h e  c a s e  of  t h e  p u l s e  e x p e r i m e n t s ,  h o w e v e r ,  t h e  t o t a l  e n t h a l p y  

c h a n g e  i s  p r o p o r t i o n a l  to  t h e  a r e a  of t h e  p e a k ,  n e c e s s i t a t i n g  i n  

t h e  a b s e n c e  of a n  i n t e g r a t o r  on  t h e  c h a r t  r e c o r d e r ,  t h e  u s e  of a
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a p l a n i m e t e r .  H o w e v e r ,  p r o v i d e d  t h a t  f lo w  r a t e  a n d  s a m p l e  

v o l u m e  w e r e  m a i n t a i n e d  c o n s t a n t ,  i t  w a s  e m p i r i c a l l y  o b s e r v e d  

t h a t  t h e  m a x i m u m  p e a k  h e i g h t  a p p e a r e d  to  b e  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n 

a l  to t h e  c o n c e n t r a t i o n  of  s u b s t r a t e .

2
In  o r d e r  t o  t e s t  t h i s  h y p o t h e s i s ,  t h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  ( r  )

b e t w e e n  m a x i m u m  p e a k  h e i g h t  a n d  p e a k  a r e a  ( a s  m e a s u r e d  w i th

a p l a n i m e t e r )  w a s  c a l c u l a t e d  f o r  13 d i f f e r e n t  p e a k s  o b t a i n e d

d u r i n g  t h e  h y d r o l y s i s  500 p. I of p e n i c i l l i n  G b y  g l a s s - I m m o b i l i z e d

p e n i c i l l i n a s e ,  ( in  t h e  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  0. 0 0 0 1 2 5  ---- ^ 0. 006M)
3 -1w i t h  a  c o n s t a n t  f lo w  r a t e  of  0. 32 c m  m i n  , u s i n g  a n  H P 6 5  

p r o g r a m m a b l e  c a l c u l a t o r ,  a n d  f o u n d  to  b e  0.  984 .  H e n c e  

i t  w a s  d e c i d e d  to  t a k e  t h e  p e a k  h e i g h t  a s  b e i n g  p r o p o r t i o n a l  to  

p e a k  a r e a .  T h e  a c t u a l  d a t a  u s e d  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  3. 1 . 2 .  5.

A f u r t h e r  s tu d y  to  c o n f i r m  t h e  h y p o t h e s i s ,  u s e d  t h e  m e a n  p e a k

a r e a ,  a n d  m e a n  p e a k  h e i g h t s ,  of  t h r e e  p e a k s  o b t a i n e d  b y  t h e
3

h y d r o l y s i s  of  0. 5 c m  of u r e a  b y  g l a s s  i m m o b i l i z e d .

2
In  t h i s  s t u d y  a  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  ( r  ) of 0 .  999  w a s  o b ta in e d ,  

u s i n g  t h e  r e s u l t s  l i s t e d  i n  T a b l e  3. 1 . 2 . 6 .
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S e c t i o n  3 . 2 .  D e t e r m i n a t i o n  of  e n z y m e  s u b s t r a t e s  u s i n g  t h e  LK B 

1 0 7 0 0 - 1  m i c r o c a l o r i m e t e r .

P r e v i o u s  w o r k  on  t h e  a p p l i c a t i o n  of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  i n  

t h e r m a l  a n a l y s i s  h a s  a l r e a d y  b e e n  m e n t i o n e d  i n  C h a p t e r  1.

S e c t i o n  3. 3. H o w e v e r ,  m o s t  w o r k e r s  a p p e a r  t o  h a v e  u s e d  

d e v i c e s  s i m i l a r  t o  t h a t  of  M o s b a c h  a n d  c o - w o r k e r s '  " e n z y m e  

t h e r m i s t o r "  (170) ,  w h e r e  a  t h e r m i s t o r  i s  u s e d  a s  t h e  h e a t -  

s e n s i n g  d e v i c e .

T h e  p u r p o s e  o f  t h i s  w o r k  w a s  t o  u t i l i z e  t h e  m o r e  e l a b o r a t e  

L K B  10 7 0 0 -1  a s s e m b l y  to  c o m p a r e  t h e  a n a l y t i c a l  p e r f o r m a n c e  

of  t h e  t w o  m e t h o d s .

3 . 2 .  I .  D e t e r m i n a t i o n  of p e n i c i l l i n  G, and  c o m p a r i s o n  of  t h e  

e n t h a l p y  of  h y d r o l y s i s  of  s e v e r a l  s e m i - s y n t h e t i c  p e n i c i l l i n s , 

u s i n g  t h e  c o m b i n a t i o n  of  i m m o b i l i z e d  p e n c i l l i n a s e  a n d  t h e  L K B  

107 0 0 -1  m i c r o c a l o r i m e t e r .

T h e  m o s t  c o m m o n l y  q u o t e d  m e t h o d s  of  p e n i c i l l i n  a r e  t h o s e  b a s e d  

o n  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  b y  A l i c i n o  ( 183), i n  w h i c h  u n c o n s u m e d  

i o d i n e  i s  b a c k  t i t r a t e d  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i th  t h e  h y d r o l i z e d  p e n i 

c i l l i n .  H y d r o l y s i s  c a n  b e  done  e i t h e r  w i th  a l k a l i ,  o r  t h e  e n z y m e  

p e n c i l l i n a s e .  T h i s  t e c h n i q u e ,  a l t h o u g h  s e l e c t i v e  f o r  t h e  i n t a c t  

p e n i c i l l i n  m o l e c u l e ,  h a s  l i m i t a t i o n s  i n  t h a t  t h e  s t o i c h i o m e t r y  m a y  

v a r y  w i t h  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  ( 184), i n c l u d i n g  t i m e ,  pH a n d  

i o d i n e  r e a g e n t  c o n c e n t r a t i o n  ( 18 5). F u r t h e r m o r e ,  t h e  p r e s e n c e  

of  u n s a t u r a t e d  s id e  c h a i n s  i n  t h e  p e n i c i l l i n  m o l e c u l e  i n t e r f e r e  

w i t h  i o d i n e  u p tak e ,  w h i c h  m a k e s  c a r e f u l  b l a n k  t i t r a t i o n s  n e c e s s a r y .  

E n z y m a t i c  a n a l y s i s  p r o v i d e s  a  m o r e  s e l e c t i v e  a s s a y .  C o m p l e t e l y  

e n z y m a t i c  p r o c e d u r e s ,  i n  w h i c h  a  p h y s i c a l  p r o p e r t y  r e l a t e d  to  t h e  

p r o g r e s s  of  t h e  p e n c i l l i n a s e - c a t a l y z e d  h y d r o l y s i s  of  p e n i c i l l i n
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i s  m o n i t o r e d ,  h a v e  b e e n  r e p o r t e d ,  s u c h  a s  c a l o r i m e t r i c  m e t h o d s  

(186)  a n d  p o t e n t i o m e t r i c  m e t h o d s  (71 ,  101, 104) .

T h e  c a l o r i m e t r i c / e n t h a l p i m e t r i c  a p p r o a c h  to  p h a r m a c e u t i c a l  

a n a l y s i s  h a s  t h e  d i s t i n c t  a d v a n t a g e  t h a t  a  h i g h  l e v e l  of  n o n 

r e a c t i n g  e x c i p i e n t s  c a n  b e  p r e s e n t  w i t h o u t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t i n g  

t h e  p r e c i s i o n  o r  a c c u r a c y  of t h e  r e s u l t s  ( 187),  a n d  t h e  c o m b i n a t i o n  

of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  h y d r o l y s i s  w i t h  e n t h a l p i m e t r i c  i n s t r u m e n t 

a t i o n  w o u l d  s e e m  to  p r o v i d e  t h e  b a s i s  f o r  a  r e a l i s t i c  a l t e r n a t i v e  

m e t h o d  of  a s s a y .

M o s b a c h  a n d  c o - w o r k e r s  (157)  h a v e  r e p o r t e d  s u c h  a n  a n a l y s i s  

t e c h n i q u e  u s i n g  t h e i r  " e n z y m e  t h e r m i s t o r "  d e v i c e ,  a n d  G r i m e  

a n d  T a n  (148)  h a v e  u t i l i z e d  t h e r m a l  a n a l y s i s  t e c h n i q u e s  w i t h  

s o l u b l e  e n z y m e s .  H o w e v e r ,  d e s p i t e  t h e  o b v i o u s  p o t e n t i a l  

l i t t l e  o t h e r  w o r k  a p p e a r s  to  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e ,  

o n  s i m i l a r  t e c h n i q u e s  u t i l i z i n g  t h e  e n z y m e  p e n i c i l l i n a s e ,  in  

c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e r m a l  s e n s o r s .

T h e  t e r m  p e n i c i l l i n a s e  d e n o t e s  a n  e n z y m e  w h i c h  c a t a l y t i c a l l y  

h y d r o l y s e s  t h e  a m i d e  b o n d  i n  t h e  P - l a c t a m  r i n g  o f  6 - a m i n o -  

p e n i c i l l a n i c  a c i d  a n d  i t s  N - a c y l  d e r i v a t i v e s .  S u c h  d e r i v a t i v e s  

a r e  c o m m o n l y  r e f e r r e d  to  a s  p e n i c i l l i n s ,  a n d  t h e  o v e r a l l  

e n t h a l p y  c h a n g e  o c c u r r i n g  a s  a  r e s u l t  of  t h i s , h y d r o l y s i s ,  and  

s u b s e q u e n t  p r o t o n a t i o n  of  t h e  b u f f e r ,  w a s  u s e d  a s  t h e  b a s i s  f o r  

t h e  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e .
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R e a g e n t s

b e n z y l  p e n i c i l l i n ,  s o d i u m  s a l t  ( p e n i c i l l i n  G ) ; a m p i c i l l i n  

t r i h y d r a t e ;  p h e n o x y m e t h y l  p e n c i l l i n i c  a c i d ,  p o t a s s i u m  s a l t  

( p e n i c i l l i n  V ) ; p e n i c i l l i n a s e  ( T y p e  I, f r o m  B a c i l l u s  c e r e u s )  

w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o m p a n y ,  UK.

p h e n e t h i c i l l i n ,  p o t a s s i u m  s a l t ;  p r o p i c i l l i n ,  p o t a s s i u m  s a l t ;  

a n d  à z i d o c i l l i n ,  p o t a s s i u m  s a l t ;  w e r e  g e n e r o u s l y  d o n a t e d  

b y  B e e c h a m  P h a r m a c e u t i c a l s  L td ,  ( R e s e a r c h  D iv i s i o n ) ,  

W o r t h i n g ,  S u s s e x ,  U K .

A l l  o t h e r  m a t e r i a l s  w e r e  o b t a i n e d  a s  l i s t e d  i n  C h a p t e r  2.

I m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e  a nd  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s

P e n i c i l l i n a s e  (E .  C . 3. 5. 2. 6 . )   ̂ 0. 5 m g  ( 1000 u n i t s ) ,  w a s  c o u p l e d
2 -1t o  g l u t a r a l d e h y d e  a c t i v a t e d  a l k y l a m i n e  g l a s s  (O. 5g, 2 1 6 . 9  m  g ) 

a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2, S e c t i o n  1. 2.

A f t e r  i m m o b i l i z a t i o n ,  t h e  m i c r o c o l u m n  of  t h e  m i c r o c a l o r i m e t e r  

w a s  p a c k e d  a p p r o x i m a t e l y  h a l f - f u l l  of t h e  g l a s s  b o u n d  e n z y m e  

( s e e  3. 1 . 2 .  (c)) ,  w h i c h  w a s  p h y s i c a l l y  c o n f i n e d  w i t h i n  t h e  

m i c r o c o l u m n  b y  two d o u b l e  l a y e r s  of  t e f l o n  f i l t e r  p a p e r s ,  

( o b t a i n e d  f r o m  LKB)  s i t u a t e d  one  a t  e i t h e r  e nd .  T h e  m i c r o 

c o l u m n  w a s  t h e n  i n s e r t e d  i n to  t h e  m i c r o c a l o r i m e t e r  w h i c h  w a s  

m a i n t a i n e d  a t  a  n o m i n a l  25.  00°C  a n d  a l l o w e d  t o  e q u i l i b r a t e

o v e r n i g h t ,  w h i l s t  t h e  a p p r o p r i a t e  b u f f e r  w a s  p u m p e d  t h r o u g h
2 - 1

t h e  m i c r o c o l u m n ,  a t  a  f low  r a t e  o f  0. 32 c m  m i n

W h e n  e q u i l i b r a t i o n  w a s  c o m p l e t e  a s  s h o w n  b y  a  h o r i z o n t a l  

b a s e l i n e  ( u s u a l l y  o b t a i n e d  a f t e r  s o m e  4 - 5  h .  ), t h e  s u b s t r a t e ,  

s o d i u m  b e n z y l  p e n i c i l l i n , d i s s o l v e d  i n  t h e  b u f f e r ,  w a s  i n t r o d u c e d  

i n t o  the  f lo w in g  b u f f e r  s t r e a m ,  e i t h e r  in  500 u 1 p u l s e s  b y  m e a n s
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of  t h e  A l t  e x  I n j e c t i o n  v a l v e ,  o r  a s  a  p u l s e  l a r g e  e n o u g h
3

( e x p e r i m e n t a l l y  a b o u t  7 c m  ) t o  g iv e  a  f l a t - t o p p e d  p e a k  

( o r  " s t e a d y - s t a t e "  d i s p l a c e m e n t ) .

On  a p p l y i n g  th e  f o r m e r  t e c h n i q u e ,  a  c a l o r i m e t r i c  r e s p o n s e  of 

t h e  t y p e  d e p i c t e d  i n  F i g .  3 . 2 .  1 . 2 .  w a s  o b t a i n e d ,  t h e  p e a k  a r e a  

o r ,  a s  s h o w n  i n  S e c .  3. 1 . 2 .  (e) ,  t h e  p e a k  h e i g h t ,  b e i n g  d i r e c t l y  

p r o p o r t i o n a l  to  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of b e n z y l  p e n i c i l l i n  i n  t h e  

p u l s e .  T h e  s a m p l i n g  f r e q u e n c y  w a s  a b o u t  4 p e r  h o u r .  On 

a p p l y i n g  t h e  a l t e r n a t i v e  t e c h n i q u e  of  s u b s t r a t e  a d m i n i s t r a t i o n ,  

a  f l a t - t o p p e d  p e a k  ( o r  " s t e a d y - s t a t e "  d i s p l a c e m e n t )  w a s  o b t a i n e d ,  

a s  d e p i c t e d  i n  F i g .  3. 2. 1. 3 . ,  w h e r e  t h e  s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t  

of t h e  b a s e l i n e  w a s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of  

b e n z y l  p e n i c i l l i n .

T a b l e s  a n d  p l o t s  o f  p e a k  h e i g h t  v s .  c o n c e n t r a t i o n  o f  b e n z y l  

p e n i c i l l i n ,  a n d  of s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t  v s .  c o n c e n t r a t i o n  

of  b e n z y l  p e n i c i l l i n ,  u s i n g  0. I M  T H A M  + 0. 01 M  E D T A  ( a d j u s t e d  

t o  pH 7. 2 w i t h  c o n c .  HCl)  a s  b u f f e r ,  a r e  g i v e n  i n  T a b l e s  3 . 2 . 1 .  4,

3 . 2 .  1. 5 a n d  F i g u r e s  3 . 2 .  1 .6  a n d  3 . 2 .  1 . 7 . ,  a s  a r e  t h e  c o r r e l a t i o n
2 _. . /  _ 

c o e f f i c i e n t s  ( r  ).

( T H A M  = T r i s ( H y d r o x y m e t h y l ) A m i n o  M e t h a n e )  , ___

P r o v i d e d  n e i t h e r  b u f f e r  n o r  f lo w  r a t e  w a s  a l t e r e d ,  t h e  r e p r o d u c 

i b i l i t y  o f  r e s u l t s  o n  a  d a y - t o - d a y  b a s i s  w a s  + 2%, o r  b e t t e r ;

w i t h  no s i g n i f i c a n t  t r e n d  to  g iv e  r e s u l t s  c o n s i s t e n t l y  h i g h e r ,  o r  

l o w e r ,  t h a n  w o u ld  h a v e  b e e n  e x p e c t e d  f r o m  t h e  o r i g i n a l  c a l i b r a t i o n  

p lo t ,  p r o v i d e d  t h e  s o l u t i o n s  of b e n z y l  p e n i c i l l i n  w e r e  a lw a y s  f r e s h l y  

m a d e - u p ,  to  a v o id  a n y  n o n - e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s .
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F i g . 3 . 2 .  1 . 2 . F i g .  3 . 2 .  1. 3.

T h e  a c t i v i t y  of  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e ,  a s  s h o w n  b y  t h e  p e a k
_

h e i g h t  o b t a i n e d  b y  th e  h y d r o l y s i s  of  5 0 0 ^  I of  a  10 M  b e n z y l  

p e n i c i l l i n  s o l u t i o n ,  r e m a i n e d  c o n s t a n t  o v e r  t h e  p e r i o d  of  s tu d y  

( tw o  w e e k s ) .  H o w e v e r ,  t h i s  w a s  a l m o s t  u n d o u b t e d l y  due  t o  t h e  

f a c t  t h a t  a n  e x c e s s  of  e n z y m e  o v e r  t h a t  r e q u i r e d  to  h y d r o l y z e  

t h e  10 p u l s e  h a d  b e e n  i m m o b i l i z e d  r a t h e r  t h a n  t o  q u a n t i t a t i v e  

s t a b i l i t y  of  t h e  e n z y m e .  N o n e t h e l e s s ,  t h i s  " a p p a r e n t "  100% 

s t a b i l i t y  w a s  a n a l y t i c a l l y  e x t r e m e l y  u s e f u l ,  i n  t h a t  r a p i d ,  

q u a n t i t a t i v e  e n d - p o i n t s  ( h e n c e ,  m a x i m u m  s e n s i t i v i t y ) ,  w e r e  

e a s i l y  a c h i e v e d ,  a n d  t h a t  s p u r c e s  of  e r r o r  o f t e n  a p p a r e n t  i n  

k i n e t i c  m e a s u r e m e n t s  ( e . g .  s l i g h t  v a r i a t i o n s  i n  t e m p e r a t u r e ,  pH 

a n d  t h e  p r e s e n c e  of  s l i g h t  a m o u n t s  of  i n h i b i t o r  o r  a c t i v a t o r s )  w e r e  

e l i m i n a t e d .

A s  c a n  b e  s e e n  f r o m  T a b l e s  3. 2. 1. 4 a n d  3 . 2 .  1. 5, t h e  a n a l y t i c a l l y

u s e f u l  r a n g e s  a p p e a r  to  b e  f r o m  a p p r o x i m a t e l y  6 x  10 ^ to  3 x  10  ̂ M ( p u l s e )
- 5 “ 3a n d  f r o m  2 x 1 0  t o 6 x 1 0  M ( c o n t i n u o u s  f low ) .
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T A B L E  3 . 2 .  1 . 4 .

T a b l e  o f  p e a k  h t  vs  c o n c .  of  b e n z y l  p e n i c i l l i n  (500  m 1 p u l s e )  

i n  0. I M  T H A M  b u f f e r ,  pH = 7 . 2  ( f l o w  r a t e  = 0 . 3 2  c m  m i n

c o n c .  o f  b e n z y l  p e n i c i l l i n  p e a k  h t  ( u n i t s )
( m o l  d m - 3  )________  ______________

0 . 0Ô25 X 10" 5 . 4
0 . 0 6 2 5  X 10" 5. 1
0. 125 X 10-3 10. 5
0.  125 X 10 1 0 . 5
0 . 0 2 5 0  X 10“ 20
0 . 2 5 0  X 10“ 19
0 . 2 5 0  X 10“ ^ 20
0 . 5 0 0  X 10“ 37 .  5
0 . 5 0 0  X 10"^ 39
1. 000  X 10“ 78
1 . 0 0 0  X 10" 75
2 . 0 0 0  X 10“ ^ 140
2. 000  X 10“ 145
4 . 0 0 0  X 10"^ 280
4 .  000 X 10“ 280
6 .  000 X 10“ 4 15
33 .  333 X 10“ ., 2310- 3
3 3 . 3 3 3  X 10 :: 2310
6 6 . 6 6 7  X 10 4550
6 6 . 6 6 7  X 10 , 4550
1 0 0 . 0 0 0  X 10“ ^ . - 6 5 0 0
1 0 0 . 000 X 10“ ., 6 500- 3
1 3 3 . 3 3 3  X 10 8400
1 3 3 . 3 3 3  X 10“ 8400

i n  c o n c e n t r a t i c f n  r a n g e  0 — ^  33 x  10 M  .

2
r  = 0-998

0 0 6 2 5  m M  ^  R  ^  3 3 m M  w h e r e  R  = a n a l y t i c a l l y  u s e f u l  r a n g e
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T A B L E  3 . 2 .  1. 5 .

T a b l e  of s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t  v s .  c o n c .  o f  b e n z y l  

p e n i c i l l i n  ( c o n t i n u o u s  p u l s e )  i n  0. I M  T H A M  pH = 7 . 2  

( f l o w  r a t e  = 0. 32 c m ^  m i n  ^)

c o n c .  of b e n z y l  p e n i c i l l i n  d i s p l a c e m e n t  (u n i t s )
 ( m o l  dm~3)___________  _______________________

0 .020  X  10"^  6 . 2
0 . 0 2 0  X 10" 6 . 5
0. 050 X lO" 16 .  0
0 . 0 5 0  X 10" 1 6 . 5
0.  100 X 10" ‘ 2 7 .  0
0. 100 X lO" 3 2 .  5
0. 125 X 10" 3 3 . 0
0 . 2 0 0  X 10"^  3 9 . 0
0. 200 X lO" 6 6 . 0
0 . 5 0 0  X lO" 162
0. 500 X 10" 165
1 .0 0 0  X lO" 3 2 5
1 . 0 0 0  X lO" 3 2 5
6 . 6 6 7 x 1 0  2 1 4 5
6 . 6 6 7  X lO" ^ 2 1 4 5
4 2 . 0 0 0 x 1 0 "  1 3 0 5 0

f o r  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  0 ---- ^  6 . 7 x 1 0

r  ^ = 0 . 9 9 9

’ 0. 0 2 m M  R  6 . 7 m M

w h e r e  R  = a n a l y t i c a l l y  u s e f u l  r a n g e
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M o s b a c h  a n d  c o - w o r k e r s  ( 1 57) h a v e  d e t e c t e d  d o w n  t o  10 ^ m o l

of  b e n z y l  p e n i c i l l i n  i n  a  1 . 5  c m  p u l s e ,  c o r r e s p o n d i n g  to  a
3 3

c o n c e n t r a t i o n  of 0 . 6 7  x  l o "  m o l  d m "  , a n d  G r i m e  a n d  T a n  (148) ,  

u s i n g  s o l u b l e  e n z y m e  m e t h o d s ,  h a v e  d e t e r m i n e d  b e n z y l  p e n i c i l l i n
■3

d o w n  to  c o n c e n t r a t i o n s  of  1 x  10~ M .

T h i s  t e c h n i q u e  r e p r e s e n t s  a n  i n c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  o f  a t  l e a s t  

a n  o r d e r  of m a g n i t u d e  o n  p r e v i o u s  w o r k ,  a l t h o u g h  i t  m u s t  b e  

p o i n t e d  o u t  t h a t  t h e  a p p a r a t u s  u s e d  w a s  c o n s i d e r a b l y  m o r e  

e x p e n s i v e  t h a n  t h a t  u s e d  b y  e i t h e r  M o s b a c h  o r  G r i m e .

C l o s e  i n s p e c t i o n  of  t h e  F i g .  3. 2. I .  1. r e v e a l s  t h a t  t h e r e  a r e  tw o  

f a c t o r s  w h i c h  m a y  a f f e c t  t h e  o v e r a l l  e n t h a l p y  c h a n g e  t h a t  i s  

m e a s u r e d .

F i r s t ,  a s  a  p r o t o n  i s  p r o d u c e d  b y  t h e  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n ,  t h e  

c h o i c e  o f  b u f f e r  i s  c e r t a i n  to  a f f e c t  t h e  o v e r a l l  e n t h a l p y  o f  t h e  

r e a c t i o n .  S e c o n d ly ,  t h e  n a t u r e  of  t h e  a c y l  g r o u p  a t t a c h e d  to  

t h e  6 - a m i n o  p o s i t i o n  m a y  w e l l  a f f e c t  t h e  o v e r a l l  e n t h a l p y  of  

h y d r o l y s i s .  To  i n v e s t i g a t e  t h e s e  e f f e c t s  f u r t h e r ,  t h e  o v e r a l l  

e n t h a l p y  of  h y d r o l y s i s  of  s i x  d i f f e r e n t  s e m i - s y n t h e t i c  p e n i c i l l i n s  

w e r e  m e a s u r e d ,  i n  0.  IM  TH AM  H C l  b u f f e r  (pH  7. 2) ,  a n d  0.  IM  

p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7. 2), e a c h  c o n t a i n i n g  0.  O lM  E D T A .

T h e  e n t h a l p y  of  p r o t o n a t i o n  of t h e s e  b u f f e r s  b y  s t r o n g  a c i d s  a r e
1 * ■ . — 1 

k n o w n  to  b e  - 4 7 .  48 k J  m o l  ( l ’88) a n d  - 4 .  74 k J  m o l  ( 189),

r e s p e c t i v e l y .

F r e s h l y  m a d e  up  p e n i c i l l i n  s o l u t i o n s ,  of  a c c u r a t e l y  k n o w n

c o n c e n t r a t i o n ,  w e r e  m a d e  up i n  e a c h  o f  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d

b u f f e r s ,  a n d  a  c o n t i n u o u s  p u l s e  p u m p e d  i n to  t h e  m i c r o c a l o r i m e t e r
3 -1

a t  a  f l o w  r a t e  of  0. 072 c m  m i n  . With  t h e  l i g h t  s e n s i t i v e  

a z i d o c i l l i n ,  a f t e r  m a k i n g  up th e  s o l u t i o n s ,  t h e  r u n s  w e r e  c a r r i e d  

out  in  a  d a r k e n e d  r o o m .  In e a c h  c a s e  t h e  s t e a d y - s t a t e
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d i s p l a c e m e n t s  o b t a i n e d  w h e n  a c c u r a t e l y  k n o w n  e l e c t r i c  c u r r e n t s  

(I) w e r e  p a s s e d  t h r o u g h  a  4 9 . 9 8 8 ^  r e s i s t o r  s i t u a t e d  i n  t h e  

m i c r o c a l o r i m e t e r  i t s e l f ,  u n d e r  i d e n t i c a l  c o n d i t i o n s  (e.  g .  f low  

r a t e )  , w e r e  a l s o  m e a s u r e d ,  a n d  h e n c e  a  p l o t  of  p o w e r  (I^ x  49 .  988  ) 

a g a i n s t  s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t  w a s  d r a w n  ( F ig .  3 . 2 .  1. 10) f r o m  

w h i c h  t h e  o v e r a l l  e n t h a l p y  of  r e a c t i o n  f o r  e a c h  s e m i - s y n t h e t i c  

p e n i c i l l i n  i n  e a c h  b u f f e r  c o u l d  e a s i l y  be  c a l c u l a t e d  ( T a b l e  3 . 2 .  1 . 9 ) .

T h e  r e s u l t s  a r e  s u m m a r i z e d  be lo w :  -
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T h a t  t h e  e n t h a l p y  of  h y d r o l y s i s  of  e a c h  of  the  p e n i c i l l i n s  w a s  

i n v a r i a b l y  g r e a t e r  in  T H A M  b u f f e r  t h a n  in  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  

a t  t h e  s a m e  p H ,  w a s  u n d o u b t e d l y  d u e  t o  t h e  g r e a t e r  e n t h a l p y  

o f  p r o t o n a t i o n  of  T H A M  (a n i t r o g e n - b a s e  b u f f e r )  t h a n  p h o s p h a t e  

(an  o x y g e n - b a s e  b u f f e r ) ,  b y  t h e  p r o t o n s  l i b e r a t e d  a s  a  r e s u l t  

o f  the  h y d r o l y s i s .

A l t h o u g h  t h e  d i f f e r e n c e  i n  e n t h a l p y  o f  h y d r o l y s i s  i n  e a c h  b u f f e r
-1

( a p p r o x i m a t e l y  36 k J  m o l  ) i s  l e s s  t h a n  the  d i f f e r e n c e  i n

p r o t o n a t i o n  e n t h a l p i e s  o f  t h e  tw o  b u f f e r s  b y  s t r o n g  a c i d s  (42.  5 
- 1

k J  m o l  ) t h i s  i s  h a r d l y  s u r p r i s i n g  i n  v i e w  o f  t h e  f a c t  t h a t  

p r o t o n a t i o n  e n t h a l p i e s  d e c r e a s e  w i t h  d e c r e a s i n g  a c i d  s t r e n g t h ,  

a n d  p e n i c i l l i n  a c i d s  w o u l d  n o t  be  e x p e c t e d  to i o n i z e  a s  r e a d i l y  

a s  h y d r o c h l o r i c  a c i d  o r  o t h e r  " s t r o n g "  a c i d s .

In  c o n c l u s i o n ,  i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h e  e n t h a l p i m e t r i c  

t e c h n i q u e  d e s c r i b e d  r e p r e s e n t s  a  r e a l i s t i c  a l t e r n a t i v e  m e t h o d  

of  p e n i c i l l i n  a s s a y  f o r  a n y  p e n i c i l l a s e  s e n s i t i v e  p e n i c i l l i n .

I n d e e d ,  t h e  p e n i c i l l i n  s t u d i e d  m o s t  ( b e n z y l  p e n i c i l l i n ) ,  w o u ld

a p p e a r  to  g i v e  t h e  l e a s t  s e n s i t i v i t y .  C e r t a i n l y ,  t h i s  i s  f o r  d e t e r m i n a t i o n

of  e n t h a l p i e s  of  h y d r o l y s i s  of  p e n i c i l l i n s ,  t h e  m e t h o d  of  c h o i c e  a s  

M o s b a c h ' s  e n z y m e  t h e r m i s t o r  d e v i c e  (157) c a n n o t  b e  a c c u r a t e l y  

e l e c t r i c a l l y  c a l i b r a t e d ,  w h i l s t  G r i m e  a n d  T a n ' s  s o l u b l e  e n z y m e -  

m e t h o d ,  e s s e n t i a l l y  b a s e d  o n  the  d i r e c t  i n j e c t i o n  e n t h a l p i m e t r y  

(DIE) t e c h n i q u e  ( s e e  C h a p t e r  1. S e c t i o n  3 , 1 ,  ) i s  m u c h  s l o w e r ,  

a n d  c o n s u m e s  m o r e  e n z y m e  t h a n  d o e s  t h i s  t e c h n i q u e ,

3 . 2 . 2 ,  D e t e r m i n a t i o n  o f  u r e a ,  a n d  t h e  m e a s u r e m e n t  of  t h e  

e n t h a l p y  o f  h y d r o l y s i s  o f  u r e a  in  T H A M  a n d  p h o s p h a t e  b u f f e r s  

a t  pH  7 . 2 ,  u s i n g  g l a s s  - i m m o b i l i z e d  u r e a s e  a n d  t h e  L K B  

1 0 7 0 0 - 1 a s s e m b l y .
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D e t e r m i n a t i o n  o f  u r e a  i s  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  i n d e x  t o  p r o t e i n  

m e t a b o l i s m  a n d  r e n a l  f u n c t i o n .  M e t h o d s  f o r  i t s  d e t e r r n i n a t i o n  

h a v e  m o s t  o f t e n  b e e n  b a s e d  on  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  o r  f l u o r o m e t r i c  

m e a s u r e m e n t s  a f t e r  d i r e c t l y  c o u p l i n g  u r e a  to  d i a c e t y l  m o n o x i m e  

t y p e  c o m p o u n d s  ( 1 9 0 - 1 9 2 )  o r  on  th e  u r e a s e - c a t a l y z e d  h y d r o l y s i s  

o f  u r e a  to  a m m o n i a  a n d  c a r b o n  d i o x i d e  (96, 193) .  I m p r o v e d  

s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  c a n  be o b t a i n e d  w i t h  e n z y m a t i c  

s p e c t r o p h o t o m e t r i c  (194) o r  f l u o r o m e t r i c  (195) p r o c e d u r e s  

u s i n g  c o u p l e d  r e a c t i o n s  c a t a l y z e d  b y  u r e a s e  a n d  g l u t a m a t e  

d e h y d r o g e n a s e .  M o r e  r e c e n t l y ,  v a r i o u s  p r o c e d u r e s  h a v e  

b e e n  p r e s e n t e d ,  t a k i n g  a d v a n t a g e  of  th e  l a r g e r  n u m b e r  of  

s a m p l e s  t h a t  c a n  be  a n a l y z e d  by  a  g i v e n  a m o u n t  o f  e n z y m e  

u s i n g  e n z y m e  e l e c t r o d e s  (71, 8 5 - 9 4 ) .

T h e  l a c k  o f  i n t e r f e r e n c e  b y  o t h e r  s p e c i e s  in  h e a t  m e a s u r e m e n t s ,  

c o u p l e d  w i t h  t h e  v e r y  h i g h  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  e n z y m e  u r e a s e ,  

t o g e t h e r  w i t h  t h e  p o t e n t i a l  a d v a n t a g e s  o f  i m m o b i l i z a t i o n ,  

s u g g e s t  t h a t  t h e  u s e  of  t h e r m a l  a n a l y s i s  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  

i m m o b i l i z e d  u r e a s e ,  c o u l d  p r o v e  a  u s e f u l  t e c h n i q u e  f o r  u r e a  

a n a l y s i s  i n  c o m p l e x  f l u i d s  s u c h  a s  s e r u m  o r  u r i n e .

T h i s  h a s  a l r e a d y  b e e n  r e c o g n i z e d  b y  M o s b a c h  a n d  c o - w o r k e r s  

(1 57,  168)  a n d  by  B o w e r s  a n d  c o - w o r k e r s ^  (166,  167 ,  169)  who 

h a v e  u s e d  " e n z y m e  t h e r m i s t o r "  d e v i c e s  to  d e t e r m i n e  u r e a  i n  

v a r i o u s  t y p e s  o f  s a m p l e s .  S c h m i d t  e t  a l  (156) h a v e  u s e d  a 

h e a t - l e a k  m i c r o c a l o r i m e t e r  s i m i l a r  to  t h a t  u s e d  i n  t h i s  w o r k  

f o r  th e  d e t e r m i n a t i o n  of  u r e a .  U r e a s e  c a t a l y z e s  t h e  

h y d r o l y s i s  o f  u r e a  to a m m o n i a  a n d  c a r b o n  d i o x i d e : -

N H ^ . C O . N H ^  2N H 3 + C O 2
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R e a g e n t s

U r e a s e  ( T y p e  VII ,  f r o m  J a c k  B e a n s )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  

S i g m a  C h e m i c a l  C o .  , U . K .

U r e a  (99 + % p u r e )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  B . D . H .  P o o l e ,  U . K .  

A l l  o t h e r  r e a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  a s  l i s t e d  in  C h a p t e r  2.

I m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e  a n d  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  

U r e a s e  ( 3 . 6  m g ,  250  u n i t s )  w a s  c o u p l e d  to  g l u t a r a l d e h y d e  - 

a c t i v a t e d  a l k y l a m i n e  g l a s s  ( 0 , 5  g, 2 1 6 . 9  m ^ g   ̂ s u r f a c e  a r e a )  

a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2 ,  S e c t i o n  1 . 2 .

T h e  r e s t  of  t h e  i m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e  a n d  e x p e r i m e n t a l  

d e t a i l s  w e r e  i d e n t i c a l  to  t h o s e  d e s c r i b e d  in  3 . 2 , 1 .  ( a n a l y s i s  

o f  p e n i c i l l i n  C ) .

T a b l e s ,  p l o t s  o f  p e a k  h e i g h t  v s .  c o n c e n t r a t i o n  o f  u r e a ,  a n d  of 

s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t  v s .  c o n c ,  o f  u r e a ,  u s i n g  0. 1M 

p h o s p h a t e  b u f f e r  + 0, O l M  E D T A  a s  b u f f e r  (at p H  7.  2) ,  a r e  

s h o w n  in  T a b l e s  3, 2,  2.  1 a n d  3. 2.  2, 2.  , a n d  f i g u r e s  3. 2. 2 ,  3 

a n d  3. 2. 2.  4 .

2
C o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  ( r  ) b e t w e e n  c o n c ,  of  u r e a  a n d  

p e a k  h e i g h t  a r e  a l s o  g i v e n  i n  t h e  t a b l e s .
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T A B L E  3. 2.  2 .  1.

T a b l e  of  p e a k  h e i g h t  v s .  c o n c .  of  u r e a  ( 500 1 p u l s e )  in  0. I M

p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH =  7.  2 ) ( f low r a t e  =  0. 32 c m ^  m i n " ^  )

c o n e ,  o f  u r e a  ( m o l  d m ~ ^ )  p e a k  h e i g h t ( u n i t s )

0.  122 X 1 0 ' 3  4 .  5
0 . 2 4 4  X 10"  9 .  0
0 , 4 8 8  x  1 0 "  1 6 . 5
0 . 4 8 8  X 10"  1 5 . 0
0. 975  x  1 0 "  3 3 . 0
0 . 9 7 5  x  1 0 "  3 3 . 0
1 . 9 5 0  X 10"  6 3 .  0
1 . 9 5 0  x  1 0 "  6 7 . 5
3.  900  X 10"  1 30.  5
3 . 9 0 0  x  10" 1 3 0 . 5
7. 800  X 10"  2 56. 5
7.  800 X 10"  2 6 1 .  0
1 5 . 6 0  X 10" 510.  0
1 5 . 6 0  X 10"  517 .  5
3 1 . 2 0  X 10"  1 026 .  0
3 1 . 2 0 x 1 0 "  1 0 3 5 . 0

r  ^ =  0 . 9 9 9
w h e r e  R  =  a n a l y t i c a l l y  

0. 12 m M ^  R  ^  31 m M  u s e f u l  r a n g e
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T A B L E  3. 2 . 2 . 2 .

T a b l e  of  s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t  v s .  c o n e ,  o f  u r e a  

( c o n t i n u o u s  p u l s e )  i n  0. I M  p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH =  7 , 2 ) 

( flow r a t e  =  0. 32 c m ^  m i n   ̂ )

_ 3
c o n e ,  of  u r e a  ( m o l  d m  ) p e a k  h e i g h t  ( u n i t s )

0. 0195  X  10
0. 0195  X  10
0. 039 X 10"
0. 039 X 10"
0. 078 X 10"
0. 078 X 10"
0. 156 X 10"
0. 156 X 10"
0. 312 X 10"
0. 312 X lO"
0. 62 5 X 10"
0. 62 5 X 10"
1. 250 X 10"
1. 2 50 X lO"
2. 500 X 10"
2 . 500 X 10"
5. 000 X 10"

-3
-3 3. 5 

3. 0 
5. 5 
5. 0 
10 . 0 
9 ,  0 
16 . 0 
17 .  0 
36 .  5 
36.  0 
71 .  5 
7 1 .  0
140 .  5
141 .  0 
2 7 4 .  0 
2 7 7 .  0 
52 5. 0

r  ( 0 . 0 1 9 5 x 1 0 "  — >  2. 5 X  10" M) =  0 . 9 9 9

0. 0 2 m M  <  R K  2. 5 m M
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A s  c a n  be  s e e n  f r o m  T a b l e s  3, 2 .  2 .  1 a n d  3. 2.  2 .  2 ,  t h e  a n a l y t i c a l l y  

u s e f u l  r a n g e  f o r  500 p. 1 u r e a  s a m p l e s  u s i n g  t h i s  m e t h o d  i s  f r o m  

a p p r o x i m a t e l y  120 ji M up to  a t  l e a s t  3 1 . 2  m M  ( d e p e n d i n g  on the 

a c t i v i t y  of  the  i m m o b i l i z e d  u r e a s e ) ,  th e  l o w e r  l i m i t  c o r r e s p o n d i n g  

to  the  d e t e r m i n a t i o n  of  60 x  1 0 ^ m o l e s  of  u r e a  ( a b o u t  3 . 6 ^  g).

U s i n g  a  c o n t i n u o u s  p u l s e  of  u r e a ,  c o n c e n t r a t i o n s  l o w e r  t h a n  
-6

2 0 x 1 0  M  c a n  be  d e t e r m i n e d .  H o w e v e r ,  i t  i s  f e l t  t h a t  on ly  

s a m p l e s  w i t h  a  c o n c e n t r a t i o n  of  a t  l e a s t  40  x  10 c o u l d  be 

d e t e r m i n e d  w i t h  r e a s o n a b l e  r e l i a b i l i t y  ( + 4 % ) .

_3
F o r  c o n c e n t r a t i o n s  of  0 . 5 x 1 0  M o r  o v e r  (500 u 1 p u l s e ) ,  o r  

- 3
0 . 2  X 10 (con tinuous p u ls e )  the d a y - t o - d a y  r e p r o d u c ib i l i t y

o f  i d e n t i c a l  s a m p l e s  a p p e a r s  to be  ^ 2 % .  A s  w i t h  g l a s s -

i m m o b i l i z e d  p e n i c i l l i n a s e ,  th e  s t a b i l i t y  of  th e  i m m o b i l i z e d

e n z y m e ,  a s  m e a s u r e d  by  th e  p e a k  h e i g h t  of  a 500 ^  1 p u l s e  
-3

1 x 1 0  M  u r e a ,  a p p e a r e d  q u a n t i t a t i v e  t h r o u g h o u t  t h e  tw o  w e e k  

d u r a t i o n  o f  t h i s  s t u d y .

T h e  s e n s i t i v i t y  o b t a i n e d  u s i n g  t h i s  m e t h o d  a p p e a r s  t o  b e  a t  l e a s t  

t w i c e  t h a t  o b t a i n e d  by  S c h m i d t  e t  a l  (156) u s i n g  a  v e r y  s i m i l a r  

p i e c e  o f  a p p a r a t u s ,  p r o b a b l y  due  to  th e  f a c t  t h a t  p h o s p h a t e  

b u f f e r  w a s  u s e d  t h r o u g h o u t  a l l  d e t e r m i n a t i o n s  w h e r e a s  S c h m i d t  

a n d  c o - w o r k e r s  u s e d  T H A M  b u f f e r s .  - F u r t h e r  d i s c u s s i o n  is 

g i v e n  o n  t h i s  f a c t  l a t e r  in  the  S e c t i o n ,

B o w e r s  a n d  c o - w o r k e r s  ( 1 6 6 ,1 6 7 )  a n d  M o s b a c h  a n d  c o - w o r k e r s

(160) ,  h a v e  d e t e r m i n e d  u r e a  in  c o n c e n t r a t i o n s  a s  l o w  a s  1. 0 x  

l O ' ^  a n d  0. 02 

t y p e  d e v i c e s .

3 - 3  10~ a n d  0 . 0 2  x  10 M r e s p e c t i v e l y ,  u s i n g  “ e n z y m e - t h e r m i s t o r " -
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T h e  t e c h n i q u e s  u t i l i z e d  in  t h i s  s t u d y  g iv e  s e n s i t i v i t y  o v e r  a n  

o r d e r  o f  m a g n i t u d e  h i g h e r  t h a n  o b t a i n e d  by B o w e r s  a n d  C a r r  

e t  a l ,  a n d  a t  l e a s t  a s  g o o d  a s  o b t a i n e d  by  M o s b a c h  e t  a l .

D i s c u s s i o n

T h e  c l a s s i c a l  p r o d u c t s  o f  h y d r o l y s i s  of  u r e a  b y  u r e a s e  a r e  

a m m o n i a ,  a n d  c a r b o n  d i o x i d e ,  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  f o l l o w in g  

e q u a t i o n :  -

N H ^ . C O . N H ^  - - ^ y >  2 N H j  + C 0 2  (1)

T h i s  c a n  t h e n  be  f o l l o w e d  by  two r e v e r s i b l e ,  p H - d e p e n d e n t  

r e a c t i o n s :  -

2 h ”̂  b u f f e r  + 2 N H ^  tt 2 b u f f e r  f  2NH^"^ (2)

a n d  b u f f e r  + CO^ + H ^ O  z  H C O ^ "  + H*  ̂ b u f f e r  (3)

A s  t h e  m e a s u r e d  o v e r a l l  e n t h a l p y  o f  r e a c t i o n  w i l l  i n c l u d e  a 

t e r m  f r o m  e a c h  of  t h e  t h r e e  r e a c t i o n s ,  a n d  a s  t h e  p o s i t i o n  of 

e q u i l i b r i u m ,  a n d  h e n c e  th e  e n t h a l p y  c h a n g e ,  o f  r e a c t i o n s  (2) 

a n d  (3) a r e  p H - d e p e n d e n t  a  v a r i a t i o n  in  th e  e n t h a l p y  of h y d r o l y s i s  

o f  u r e a  w i t h  pH a n d  w i t h  n a t u r e  of  t h e  b u f f e r  i s  e x p e c t e d .

T h i s  h a s  i n d e e d  b e e n  o b s e r v e d  b y  J e s p e r s e n  (196) ,  who fo u n d  

t h a t  th e  o v e r a l l  e n t h a l p y  of  h y d r o l y s i s  o f  u r e a  b y  s o l u b l e

u r e a s e  w a s  g r e a t e r  i n  0. 05M  p h o s p h a t e  b u f f e r  a t  p H  7. 5
- 1  _1 

(61. 30 k J  m o l  ) t h a n  a t  pH  6, 7 (48, 24 k J  m o l  ), a n d  t h a t  the

o v e r a l l  e n t h a l p y  of h y d r o l y s i s  of  u r e a  in  0, 05M  p h o s p h a t e  b u f f e r

(pH 7, 5), w a s  a l s o  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o b t a i n e d  in  0, 05M  T H A M
-1

b u f f e r  (18. 70 k J  m o l  ), a l s o  a t  pH 7. 5, H o w e v e r ,  J e s p e r s e n  

a l s o  p o i n t s  o u t  (196) t h a t  the  r e a s o n  f o r  th e  u n e x p e c t e d l y  l a r g e  

d i f f e r e n c e  i n  e n t h a l p y  c h a n g e  b e t w e e n  the  two  b u f f e r s  m a y  be 

d u e  to t h e  f o r m a t i o n  of  a m m o n i u m  c a r b a m a t e  a s  th e  m a j o r  

h y d r o l y s i s  p r o d u c t ,  in  the  c a s e  of  T H A M  b u f f e r .
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S c h m i d t  e t  a l ,  h o w e v e r ,  (156),  u s i n g  a p p a r a t u s  s i m i l a r  to  t h a t  u s e d  

i n  t h i s  s t u d y ,  h a v e  d e t e r m i n e d  t h e  e n t h a l p y  of  h y d r o l y s i s  of  u r e a  

i n  T H A M  b u f f e r  (pH 7. O), a s  b e i n g  7 .1 1  k J  m o l  \  l e s s  t h a n  h a l f  

t h e  v a l u e  r e p o r t e d  b y  J e s p e r s e n .  In  t h i s  s t u d y  t h e  e n t h a l p i e s  

of  h y d r o l y s i s  of u r e a  b y  g l a s s - i m m o b i l i z e d  u r e a s e  h a v e  b e e n  

d e t e r m i n e d  i n  0. IM  p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7. 2), a n d  0, IM  TH A M  

(pH 7. 2), a n d  a r e  c o m p a r e d  w i th  r e p o r t e d  v a l u e s .

U r e a  s o l u t i o n s  w e r e  m a d e  u p  b y  d i s s o l v i n g  a n  a c c u r a t e l y  w e i g h e d

s a m p l e  of  u r e a  i n  a n  a c c u r a t e l y  m e a s u r e d  v o l u m e  o f  e i t h e r  0. IM

p h o s p h a t e  b u f f e r ,  o r  0 . I M  T H A M  b u f f e r ,  b o t h  a t  pH  7 . 2 ,  a n d

c o n t i n u o u s l y  p u m p i n g  a  p u l s e  of  t h e  s o l u t i o n  i n t o  t h e  LK B
3 -1a s s e m b l y  a t  a  f lo w  r a t e  of  0. 072 c m  m i n  . T h e  s t e a d y - s t a t e  

d i s p l a c e m e n t s  o b t a i n e d  w e r e  c a l i b r a t e d  e l e c t r i c a l l y  a s  s h o w n  i n  

F i g .  3 . 2 . 1 .  10, a n d  th e  o v e r a l l  m o l a r  e n t h a l p y  of r e a c t i o n  

c a l c u l a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3, S e c t i o n  2. 1. T h e  

r e s u l t s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  3. 2. 2. 5.
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T A B L E  3. 2. 2. 5 .

D e t e r m i n a t i o n  of o v e r a l l  m o l a r  e n t h a l p y  of h y d r o l y s i s  of  u r e a  i n

0.  IM  p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7. 2) a n d  in  0. IM T H A M  b u f f e r  (pH 7. 2)
3 -1

F l o w  r a t e  = 0. 072 c m  m i n

u r e a  c o n e . 0. IM  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7. 2 0. I M  TH A M  pH 7. 2
- 3

m o l  d m

20  X 1 0 '^

10 X 10"^

5 X 10^

s p l a c e m e n t
>1 y

^ % Y D  
( k J  m o l " ^ )

d i s p l a c e m e n t  
u V

^ H Y D ,
( k J  m o l  )

67 55.  8
68 56.  7 - -

34 56.  7 1 2 . 0 20. 0
35 58.  3 12.  5 2 0 . 8

17 56.  7 6.  0 20.  0
17. 5 58.  3 5. 5. 18. 3

m e a n 57. 1 (A 1. O) m e a n 1 9 . 8 ( + 0 . 4 )

T h e  u n c e r t a i n t i e s  of m e a n  v a l u e  a r e  a s s e s s e d  a t  a b o u t  + 2%.
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T h e  v a l u e  f o r  t h e  o v e r a l l  e n t h a l p y  of  h y d r o l y s i s  of u r e a  in  

p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7. 2) a p p e a r s ,  a l l o w i n g  f o r  t h e  p H  e f f e c t ,  

t o  be  i n  g o o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h a t  d e t e r m i n e d  b y  J e s p e r s e n  (196),  

a s  s h o w n  i n  T a b l e  3. 2. 2.  6 .

T A B L E  3. 2. 2 .  6

C o m p a r i s o n  of t h e  o v e r a l l  m o l a r  e n t h a l p y  of  h y d r o l y s i s  of  u r e a  

i n  p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7 . 2 -  t h i s  s tu d y ) ,  w i t h  t h a t  i n  p h o s p h a t e 

b u f f e r  a t  pH 7. 5 a n d  6 .  7 ( J e s p e r s e n *  s s tu d y  ( 1 1 6 ) .

pH 7. 5 pH  7. 2 p H  6 . 7
( J e s p e r s e n ) ( t h i s  s tudy )  ( J e s p e r s e n )

o v e r a l l  m o l a r  6 1. 30j^ 0. 79 57. Ijf 1 . 0  4 8 .  2 4 ^  0 88
e n t h a l p y  of
h y d r o l y s i s  of
u r e a / k J  m o l~ ^
i n  p h o s p h a t e  b u f f e r

A c o m p a r i s o n  of  t h e  o v e r a l l  e n t h a l p y  of  h y d r o l y s i s  o f  u r e a  in  

TH A M  b u f f e r  a s  m e a s u r e d  i n  t h i s  s t u d y  (pH 7. 2),  J e s p e r s e n ' s  

s t u d y  (pH 7. 5) a n d  S c h m i d t  e t  a l ,  ( pH 7 .  O), i s  g i v e n  i n  T a b l e  3. 2. 2. 7,

T A B L E  3 . 2 .  2. 7

C o m p a r i s o n  of  t h e  o v e r a l l  m o l a r  e n t h a l p y  of h y d r o l y s i s  of  u r e a  i n  

T H A M  b u f f e r  i n  t h i s  s t u d y  w i t h  t h a t  o b t a i n e d  b y  J e s p e r s e n  (196)  

an d  S c h m i d t  e t  a l  ( 1 5 6 ) .

pH  7 . 2  pH 7. 5 p H  7. 0
( t h i s  s tudy )  ( J e s p e r s e n ) ( S c h m i d t  e t  a l )

o v e r a l l  m o l a r  19. 8(+ 0. 4) I 8 . 7 0 ( + 0 . o 3 )  7 . 1 l ( + 0 . 8 4 )
e n t h a l p y  of
h y d r o l y s i s  of
u r e a / k J  m o l " ^
i n  T H A M  b u f f e r
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C o m p a r i s o n  of  v a l u e s  f o r  t h e  o v e r a l l  e n t h a l p y  o f  h y d r o l y s i s  of  

u r e a  i n  T H A M  b u f f e r  o b t a i n e d  i n  t h e  t h r e e  s t u d i e s  s h o w  S c h m i d t ' s  

t o  b e  l o w e r  t h a n  b o t h  t h i s  s t u d y  a n d  J  e s p e r s e n ' s .  T h i s  m a y  b e  

d u e  to  t h e  i n c o m p l e t e  r e a c t i o n ,  due  to  t h e  c h o i c e  of  s u p p o r t  

m a t e r i a l .  I t  h a s  b e e n  e m p h a s i z e d  i n  C h a p t e r  3, S e c t i o n  1 .2 ,  

h o w  t h e  c h o i c e  of s u p p o r t  m a t e r i a l  f o r  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  

i s  c r i t i c a l ,  due  to  t h e  s m a l l  a m o u n t  w h i c h  c a n  b e  a c c o m m o d a t e d  

i n t o  t h e  L K B  m i c r o c o l u m n .  S c h m i d t  a p p e a r s  to  h a v e  u s e d  

E n z i t e  , o b t a i n e d  f r o m  M i l e s - S e r a v a c ,  a n d  m e n t i o n s  no a t t e m p t s  

i n  h i s  p a p e r  e i t h e r  t o  o p t i m i z e  t h e  s u p p o r t  o r  t o  s h o w  t h a t  100% 

r e a c t i o n  h a d  o c c u r r e d .

A l t h o u g h  t h e  s e n s i t i v i t y  of  t h i s  t e c h n i q u e  t o  u r e a  d e t e r m i n a t i o n s  

a p p e a r s  to  b e  o n l y  a b o u t  h a l f  of  t h a t  o b t a i n e d  i n  t h e  a n a l y s i s  of 

p e n i c i l l i n  ( s e e  3 . 2 .  1), due  to  t h e  l o w e r  o v e r a l l  e n t h a l p y  of  

h y d r o l y s i s ,  t h e  t e c h n i q u e  w o u l d  s t i l l  a p p e a r  s u i t a b l e  f o r  u r e a  

d e t e r m i n a t i o n s  i n  c o m p l e x  o r  c o l o u r e d  b i o l o g i c a l  f l u i d s ,  e. g. 

u r i n e .  A l t h o u g h  no a t t e m p t s  h a v e  b e e n  m a d e  i n  t h i s  s t u d y  to  

u s e  b i o l o g i c a l  f l u i d s  s u c h  a s  s e r u m  o r  u r i n e ,  o w i n g  p r i n c i p a l l y  

t o  t h e  d i f f i c u l t y  i n  o b t a i n i n g  a c c u r a t e  s t a n d a r d s  f r o m  e l s e w h e r e ,  

B o r r e s b a e c k  a n d  B B r j e s o n  ( l9 7 )  h a v e  d e s c r i b e d  t h e  u s e  of  a n  

" e n z y m e - t h e r m i s t o r "  d e v i c e ,  c o n t a i n i n g  g l a s s - i m m o b i l i z e d  

u r e a s e  i n  t h e  a s s a y  of  seruryi  s a m p l e s .  . '

3.  2.  3. D e t e r m i n a t i o n  o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  u s i n g  g l a s s - i m m o b i l 

i z e d  c a t a l a s e  i n  c o n j u n c t i o n  w i th  t h e  L K B  10700-  1 m i c r o c a l o r i m e t e r  

a s s e m b l y .

L i t t l e  w o r k  a p p e a r s  to h a v e  b e e n  r e p o r t e d  w h e r e  a n  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e ( e . g .  e i t h e r  c a t a l a s e  o r  p e r o x i d a s e ) ,  h a s  b e e n  u s e d  to  

d e t e r m i n e  h y d r o g e n  p e r o x i d e  u s i n g  a  c o n t i n u o u s - f l o w  m i c r o 

c a l o r i m e t e r .
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F o r r e s t e r  e t  a l  ( 1 72), h a v e  d e s c r i b e d  a  b a t c h  m i c r o c a l o r i m e t e r  

w h i c h  u t i l i z e s  i m m o b i l i s e d  c a t a l a s e  w h i l s t  P e n n i n g t o n  (173)  h a s  

d e s i g n e d  a  " v e s s e l - l e s s "  m i c r o c a l o r i m e t e r ,  w h e r e  c a t a l a s e  

w a s  b o u n d  d i r e c t l y  to  t h e  s u r f a c e  of t h e  d e t e c t o r  (a  P e l t i e r  c o o l e r ) ,  

w h e r e  t h e  s a m p l e  w a s  i n t r o d u c e d  d i r e c t l y  on  to  t h e  e n z y m e  t h r o u g h  

a  m i c r o s y r i n g e .  It w a s  h e n c e  d e c i d e d  to  i n v e s t i g a t e  t h e  f e a s i b i l i t y  

o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  d e t e r m i n a t i o n s ,  u s i n g  t h e  t e c h n i q u e s  d e s c r i b e d  

i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n s ,  w i t h  i m m o b i l i z e d  c a t a l a s e .

C a t a l a s e ,  a  h i g h l y  a c t i v e  e n z y m e  o c c u r r i n g  w i d e l y  i n  n a t u r e ,  

c a t a l y z e s  t h e  d i s p r o p o r t i o n a t i o n  of  h y d r o g e n  p e r o x i d e  i n t o  w a t e r  

a n d  o x y g e n :  -

2H c a t a l a s e ^  2H O + O
2 2 2 2

R e a g e n t s

C a t a l a s e  ( f r o m  B o v i n e  L i v e r )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  

C h e m i c a l  C o m p a n y ,  U. K,

H y d r o g e n  p e r o x i d e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  B ’ D . H . ,  P o o l e ,  U . K .  

a s  a n  a p p r o x i m a t e l y  30% w /  v s o l u t i o n  i n  w a t e r .

A l l  o t h e r  r e a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  a s  l i s t e d  i n  C h a p t e r  2, 

o r  f r o m  B . D . H .  a s  l a b o r a t o r y  r e a g e n t  g r a d e s .

S t a n d a r d i z a t i o n  of  h y d r o g e n  p e r o x i d e
3 31. 0 c m  o f  t h e  30% s o l u t i o n  w a s  d i l u t e d  to  100 c m .  i n  a  g r a d u a t e d

■ ‘ * 3 .
f l a s k  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .  To  a  10. 00 c m  a l i q u o t  o f  t h i s  s o l u t i o n

w a s  a d d e d  p o t a s s i u m  i o d i d e  (O. 5 g ) -a nd  IM  s u l p h u r i c  a c i d  (50 c m  )

- A f t e r -  s t a n d i n g  f o r  15 m i n  t h e  l i b e r a t e d  i o d in e * w a s  t i t r a t e d  w i t h

0.  1 OO4 4 M s t a n d a r d i z e d  s o d i u m  t h i o s u l p h a t e  ( u s i n g  s t a r c h  a s

i n d i c a t o r ) ,  f r o m  a  1 0 . 0 0  c m  b u r e t t e .
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T A B L E  3 . 2 .  3.  I
3

T i t r a t i o n  of  l i b e r a t e d  i o d i n e  f r o m  1 0 . 0 0  c m  H O + e-x-r.ess
  —  2—  2----------------------------------------------

Kf  w i t h  0. IOO44 M  s o d i u m  t h i o s u l p h a t e

v o l .  of  H ^ O ^ s o l n .  o r i g i n a l  b u r e t t e  f i n a l  r e a d i n g  t o t a l  vo l .  of 
3 / 3 3 O.IOO44Mc m  r e a d i n g /  c m c m

r e q u i r e d  f o r  
e q u i v a l e n c e

1 0 . 0 0  1 0 . 0 0  - 0 . 0 0  _ 1 6 .6 3
7 . 5 6  - 0 . 9 3

1 0 . 0 0  1 0 . 0 0  - 0 . 0 0  1 6 . 6 1
8 . 4 1  - 1 .8 0

m e a n  -  1 6 .6 2

T h e  r e a c t i o n  c a n  b e  w r i t t e n : -

+ 2H + 21 " ------ > ■ + 2H^O

• • I + 2N a  S O  > 2 N a I +  Na . ,S  O -------
2 2 2 3 2 4 6

t h e r e f o r e  H O = 2Na  S O
. —  2  2  2  2  3  _ .  _ .

t h e r e f o r e  [ H O ] = ^  x  0. 10044  x 1 6 .6 2  x  I OOP -  0. 0835 m o l .  d m
1 0 0 0  10  -  -

T h i s  s o l u t i o n  w a s  d i l u t e d  w i t h  b u f f e r  (o. IM  p h o s p h a t e ,  pH 7. O),

b y  a  f a c t o r  of  10, a n d  t h e n  b y  a  f u r t h e r  f a c t o r  o f  10, to  o b t a i n
- 6  _ 3

a  s o l u t i o n  of  c o n c e n t r a t i o n  835 x 10 m o l  d m  . S o l u t i o n s  of

o t h e r  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  o b t a i n e d  b y  a p p r o p r i a t e  d i l u t i o n  of  t h i s

s t a r t i n g  s o l u t i o n .  W h e n -n o t  in  u s e ,  t h e  s t a n d a r d i z e d  h y d r o g e n

p e r o x i d e  s o l u t i o n s  w e r e  s t o r e d  in  t h e  d a r k  a t  4 C.  A l l  r u n s

w e r e  c a r r i e d  ou t  w i t h i n  12 h of  m a k i n g  up th e  s t a n d a r d i z e d

h y d r o g e n  p e r o x i d e  s o l u t i o n .

- 3
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I m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e

C a t a l a s e  ( E . C .  1. 11. 1 . 6 ) ,  10 m g  ( 1 8500  u n i t s )  w a s  c o u p l e d  to
2 _ 2

g l u t a r a l d e h y d e  a c t i v a t e d  a l k y l a m i n e  g l a s s  (O. 5g, 1 3 . 3  m  g ” 

s u r f a c e  a r e a ) ,  a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2, S e c t i o n  1 . 2 .  T h e  

r e s t  of  t h e  i m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e  a n d  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s ,  

w e r e  i d e n t i f i e d  to  t h o s e  d e s c r i b e d  i n  3 . 2 . 1 .  ( a n a l y s i s  o f  p e n i c i l l i n  

G), e x c e p t  t h a t  t h e  b u f f e r  w a s  0. I M  p h o s p h a t e  + 0. D IM  E D T A ,  

a t  pH 7. 0, f low  r a t e  = 0. 32 c m  m i n   ̂ .

T a b l e s  a n d  p l o t s  of  p e a k  h e i g h t  (500  p. 1 p u l s e  i n j e c t i o n s )  an d

s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t  ( c o n t i n u o u s  i n j e c t i o n )  v s .  c o n c .  of

h y d r o g e n  p e r o x i d e  a r e  s h o w n  a s  T a b l e s  3. 2. 3. 2, 3. 2 .  3. 3, and
2

F i g s  3. 2.  3. 4 a n d  3 . 2 . 3 .  5. T h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  ( r  ) 

a r e  a l s o  i n c l u d e d .

T A B L E  3. 2. 3. 3 .

T a b l e  of  p e a k  h e i g h t  ( u n i t s ) ,  v s .  c o n c .  of  h y d r o g e n  p e r o x i d e  

( 500 h 1 p u l s e ) .

c o n c .  H O / m o l  d m  ^ p e a k  h e i g h t  ( u n i t s  )
2 2 '

0 . 1 0 4  X 10" 1 . 7 5
0 . 1 0 4  X 10" 1 . 7 5
0.  208 X 10" 4. 0
0 . 2 0 8  X 10" 4 . 0
0. 208 X 10" 4.  5
0 . 4 1 6  X 10" 9 . 0
0 . 416 X 10 - , 9 . 5
0 . 416 X 10 .  9 . 5
0 . 8 3 5  X 1 0 " • '  1 9 . 5
0 . 8 3 5  X 10"^  ■ 2 0 . 0
0 . 8 3 5 X 10" 2 1 . 0

r  ^ = 0. 997
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T A B L E  3 . 2 . 3 . 4 .

T a b l e  of  s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t ( u n i t s )  v s .  c o n c .  o f  h y d r o g e n  

p e r o x i d e  ( c o n t i n u o u s  i n j e c t i o n )

c o n c .  h y d r o g e n  p e r o x i d e  p e a k  h e i g h t  ( u n i t s )
-3.

( m o l  d m

0. 026 x  10 2. 0
0 . 0 5 2  x 1 0  4 . 5
0 . 1 0 4  X 10~ 1 0 . 0
0. 208  X 1 0 ' ^  21.  0
0. 416 X lO ” 45.  0
0 . 8 3 5  X lO" 9 4 . 0

2
r  = 0 .  999

D e s p i t e  t h e  a p p a r e n t l y  s a t i s f a c t o r y  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  b o t h  

s e t s  of r e s u l t s ,  i n s p e c t i o n  of  t h e  p l o t s  r e v e a l e d  a  d i s t i n c t  c u r v a t u r e ,  

p a r t i c u l a r l y  m a r k e d  i n  t h e  c a s e  of  t h e  c o n t i n u o u s  i n j e c t i o n  s e r i e s  of 

r u n s .

T h i s  c u r v a t u r e  i s  a l m o s t  c e r t a i n l y  due  to  t h e  n o n - e n z y m a t i c  

d e c o m p o s i t i o n  o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  b y  t r a c e  of  t r a n s i t i o n  m e t a l  

i o n  c o n t a m i n a n t s  ( e s p e c i a l l y  Co  ) b e f o r e  t h e  s a m p l e s ,  r e a c h  t h e  _ 

e n z y m e .  D e s p i t e  t h o r o u g h  w a s h i n g  o f  a l l  g l a s s w a r e  u s e d ,  a n d  the  

i n c l u s i o n  of  E D T A  i n  t h e  b u f f e r ,  t h i s  e f f e c t  c o u ld  n o t  b e  e l i m i n a t e d ,  

o n l y  m i n i m i z e d ,  a n d  w a s  f u r t h e r  s h o w n  b y  t h e  a p p e a r a n c e  of  s m a l l  

b u b b l e s  of, p r e s u m a b l y ,  o x y g e n  a t  t h e  i n t e r f a c e  of  s o l u t i o n  a n d  

g l a s s w a r e  a  s h o r t  t i m e  a f t e r  t h e  s o l u t i o n  h a d  b e e n  p l a c e d  i n  th e  

v e s s e l .

A s  a  r e s u l t ,  i t  w a s  f e l t  t h a t  a n y  a t t e m p t  to  m e a s u r e  q u a n t i t a t i v e l y  

t h e  e n t h a l p y  o f  d i s p r o p o r t i o n a t i o n  of h y d r o g e n  p e r o x i d e  in to  w a t e r  

a n d  o x y g e n  w o u l d  b e  u n p r o f i t a b l e ,  due  to  th e  u n c e r t a i n t i e s  i n v o l v e d  

i n  c o n c e n t r a t i o n  of s u b s t r a t e  a c t u a l l y  r e a c h i n g  the  i m m o b i l i z e d
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c a t a l a s e  i n  t h e  m i c r o c o l a m n .

3 . 2 . 4 .  D e t e r m i n a t i o n  of  g i g c p s e  u s i n g  g l a s s - i m m o b i l i z e d  

g l u c o s e  o x i d a s e  a n d  c a t a l a s e  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  LK B 

1 0 7 0 0 - 1  m i c r o c a l o r i m e t e r

T h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  g l u c o s e  i s  o n e  of  t h e  m o s t  r o u t i n e l y  

p e r f o r m e d  of  c l i n i c a l  a n a l y s e s ,  a n d  of  g r e a t  i m p o r t a n c e  i n  t h e  

f o o d  i n d u s t r y  (9).

V a r i o u s  m e t h o d s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  of  g l u c o s e  i n  b i o l o g i c a l  

m a t e r i a l s  h a v e  b e e n  c o m p r e h e n s i v e l y  r e v i e w e d  (198 ,  199) .

W i t h  f e w  e x c e p t i o n s  t h e y  i n v o lv e  t h e  m e a s u r e m e n t  of  a b s o r b a n c e  

o r  f l u o r e s c e n c e  b y  p r o d u c t s  of e i t h e r  a  d i r e c t  g l u c o s e  r e a c t i o n ,  

o r  a  c o u p l e d  s e c o n d a r y  r e a c t i o n .  S u c h  m e a s u r e m e n t s  t e n d  to  

b e  a f f e c t e d  b y  m a t r i x  m a t e r i a l s  ( e . g .  p r o t e i n s ) ,  o r  r e a g e n t s  

w i t h  i n t e r f e r i n g  s p e c t r a l  c h a r a c t e r i s t i c s .  E l e c t r o c h e m i c a l  

m e t h o d s  i n c l u d e  d e t e r m i n a t i o n  (by  r a t e  p o t e n t i o m e t r y  o r  

c o n s t a n t - c u r r e n t  c o u l o m e t r y )  of  t h e  h y d r o g e n  p e r o x i d e  p r o d u c e d  

d u r i n g  a e r o b i c  o x i d a t i o n  of  g l u c o s e  i n  t h e  p r e s e n c e  of  g l u c o s e  

o x i d a s e .  T h e s e  p r o c e d u r e s  a r e  l i k e w i s e  p r o n e  to  p r o t e i n  

i n t e r f e r e n c e s  c a u s e d  b y  b l o c k i n g  o f  e l e c t r o d e  s u r f a c e s .

B e c a u s e  o f  t h e s e  d i f f i c u l t i e s ,  p r o t e i n  i s  g e n e r a l l y  r e m o v e d  f r o m  

s e r u m  s a m p l e s  b e f o r e  t h e  d e t e r m i n a t i v e  s t e p ;  h o w e v e r ,  t h i s  

e n t a i l s  p r o p a g a t i o n  of  e r r o r s  i n h e r e n t  i n  a ny  m u l t i - s t e p  p r o c e d u r e

T h e  n o n - i n t e r f e r e n c e  o f  i n e r t  s u b s t a n c e s  i n  m i c r o c a l o r i m e t r y ,  

t o g e t h e r  w i t h  t h e  h i g h  s p e c i f i c i t y  t o w a r d s  g l u c o s e  of  t h e  e n z y m e  

g l u c o s e  o x i d a s e ,  a n d  t h e  p o t e n t i a l  a d v a n t a g e s  of  i m m o b i l i z a t i o n ,  

w o u l d  a p p e a r  to  m a k e  t h e  t h e r m a l  t e c h n i q u e s  w h i c h  h a v e  a l r e a d y  

b e e n  d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s  e x t r e m e l y  s u i t a b l e  f o r  g l u c o s e  

d e t e r m i n a t i o n .  M o s b a c h  a n d  c o - w o r k e r s  h a v e  a l r e a d y  r e p o r t e d  

t h e  u s e  of  t h e i r  " e n z y m e  t h e r m i s t o r "  t e c h n i q u e s  ( I 5 7 - I 6 0 ) ,  and
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h e a t - l e a k  t y p e  m i c r o c a l o r i m e t e r s ,  s u c h  a s  t h a t  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  

h a v e  b e e n  u t i l i z e d  b y  J o h a n s s o n  (154) ,  a n d  S c h m i d t  e t  a l  ( lS 6 ) .

H o w e v e r ,  p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  c a s e  of  J o h a n s s o n ,  i t  w i l l  b e  s h o w n  

l a t e r  h o w  h i s  c o n d i t i o n s  w e r e  f a r  f r o m  b e i n g  o p t i m i z e d ,  m a i n l y  

d u e  t o  t h e  c h o i c e  o f  s u p p o r t  m a t e r i a l .

T h e  c o - i m m o b i l i z a t i o n  of  g l u c o s e  o x i d a s e  ( s p e c i f i c  f o r  P - D - g l u c o s e ) ,  

a n d  c a t a l a s e  ( to  d e c o m p o s e  t h e  i n h i b i t o r y  h y d r o g e n  p e r o x i d e  so 

f o r m e d ,  a n d  to  g i v e  a  l a r g e r  o v e r a l l  e n t h a l p y  c h a n g e ) ,  c a n  b e  

r e g a r d e d  a s  g i v in g  t h e  f o l l o w i n g  r e a c t i o n  s c h e m e ,  a s  s h o w n  in  

F i g .  3 . 2 . 4 .  1

P - D - g l u c o s e  Sl ^ c o s e  o x i d a s e ^  D - g l u c o n o - 6 - l a c t o n e  + H O ( l )
2 ^ ^

+ H O 2
D - g l u c o n o - 6  - l a c t o n e  D - g l u c o n i c  a c i d  (2)

H ^ O +  i O ^  (3)

F i g .  3 . 2 . 4 .  I .

R e a g e n t s

G l u c o s e  o x i d a s e  ( T y p e  VII f r o m  A s p e r g i l l u s  n i g e r ) ,  a n d  

c a t a l a s e  ( f r o m  B o v i n e  l i v e r )  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  

C h e m i c a l  C o .  U. K.

A n h y d r o u s  D - g l u c o s e  ( p u r i s s )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  K o c h - l i g h t  

• L a b o r a t o r i e s ,  C o l n b r o o k ,  B u c k s ,  U . K .

A l l  o t h e r  r e a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  a s  l i s t e d  i n  C h a p t e r  2.

I m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e

G l u c o s e  o x i d a s e  ( E  C.  Î . I . 3 . 4 . ) ,  20 m g  (4200 u n i t s ) ,  a n d  c a t a l a s e

( E . C .  1 . 1 1 . 1 . 6 . ) ,  1 m g  ( 1850 u n i t s ) ,  w e r e  c o u p l e d  to  g l u t e r a l d e h y d e -
2  -  1

a c t i v a t e d  a l k y l a m i n e  g l a s s  (O. 5 g, 2 l 6 .  9 m  g s u r f a c e  a rea .) ,  a s  

d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2, S e c t i o n  1 .2 .

A l l  o t h e r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  w e r e  i d e n t i c a l  to t h o s e  d e s c r i b e d  in
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C h a p t e r  3 , S e c t i o n  2 . 1 .  ( a n a l y s i s  of  p e n i c i l l i n  G).

T a b l e s  a n d  p l o t s  of  p e a k  h e i g h t  (500 p. 1 p u l s e s ) ,  a n d  o f  s t e a d y -

s t a t e  d i s p l a c e m e n t  ( c o n t i n u o u s  p u l s e )  v s .  c o n c .  e x t r a c t i o n  of

g l u c o s e  a r e  s h o w n  i n  T a b l e s  3. 2. 4. 2 an d  3. 2.  4. 3. , a n d

F i g s .  3. 2 .  4. 4 a n d  3. 2.  4.  5. , f o r  O. I M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,

c o n t a i n i n g  0. O lM  E D T A  a t  pH  5. 8.
2

C o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  ( r  ) w e r e  c a l c u l a t e d .

T h e  s h a p e  of  t h e  p l o t s  i n  F i g .  3. 2. 4. 4.  a n d  3. 2.  4. 5. s h o w s  t h a t  

a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e ,  t h e  p lo t  i s  l i n e a r ,  b u t  t h a t  t h i s  

l i n e a r i t y  i s  l o s t  r a t h e r  a b r u p t l y  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s ,  

( a p p r o x .  1 . 2 5 x 1 0  ^ f o r  500 p  1 p u l s e s  of  g l u c o s e ,  a n d  a t  

a p p r o x .  0.  5 X 10 ^ f o r  c o n t i n u o u s  i n j e c t i o n s ) .

T h i s  c o u l d  h a v e  b e e n  d u e  e i t h e r  to  a  l i m i t i n g  a c t i v i t y  o f  g l u c o s e  

o x i d a s e  i m m o b i l i z e d  i n  t h e  m i c r o c o l u m n ,  o r  t o  d e p l e t i o n  of  

o x y g e n  (a  c o  - s u b s t r a t e  of  g l u c o s e  o x i d a s e  - s e e  F i g .  3 . 2 . 4 .  1. ) 

i n  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n .  T h e  f o r m e r  s e e m s  u n l i k e l y  s i n c e  (a) 

t h i s  e f f e c t  h a d  n e v e r  p r e v i o u s l y  b e e n  e n c o u n t e r e d  a t  s u c h  low 

c o n c e n t r a t i o n s ,  a n d  (b) h a d  n e v e r  b e e n  so  a b r u p t .  H e n c e  i t  

a p p e a r s  l i k e l y  t h a t  t h e  p l a t e a u  w a s  i n  f a c t  due  t o  d e p l e t i o n  of 

d i s s o l v e d  o x y g e n  i n  t h i s  b u f f e r .  T h i s  w a s  s u b s t a n t i a t e d  by  

t h e  f a c t  t h a t  t h e  l i n e a r  r a n g e  of t h e  p l o t  c o u ld  b e  a p p r o x i m a t e l y  

d o u b l e d  b y  s a t u r a t i n g  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n  w i th  o x y g e n  j u s t  p r i o r  

t o  i t  b e i n g  i n t r o d u c e d  i n to  t h e  L K B  a s s e m b l y .

A s  b e f o r e ,  t h e  d a y - t o - d a y  r e p r o d u c i b i l i t y  of  i d e n t i c a l  s a m p l e s  

w a s  a b o u t  ^  2%, b u t  s o l u t i o n s  o f  g l u c o s e  w e r e  fo u n d  to  

d e t e r i o r a t e  i f  l e f t  f o r  m o r e  t h a n  a  f e w  d a y s ,  p r e s u m a b l y  due  to  

t h e  a c t i o n  o f  b a c t e r i a .  To  a v o i d  e r r o n e o u s  r e s u l t s  d u e  to  

b a c t e r i a l  d e c o m p o s i t i o n ,  g l u c o s e  s o l u t i o n s  w e r e  e i t l i e r f r e s h l y  

p r e p a r e d  ( i . e .  w i t h i n  24 h of  u se ) ,  o r  m a d e  up  in  a  s a t u r a t e d
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T A B L E  3. 2. 4. 2.

T a b l e  of  p e a k  h e i g h t  ( 500 u  1 p u l s e )  v s .  c o n c e n t r a t i o n  of 

g l u c o s e  in  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 5 . 8 ,  f lo w  r a t e  = 0 . 3 2  c m  m i n "

_ 2
c o n c .  o f  g l u c o s e / m o l  d m  p e a k  h e i g h t  ( u n i t s )

0. 039 X 10
0. 039 X 10
0, 078 X 10
0. 078 X 10
0. 156 X 10
0. 1 56 X 10
0. 156 X 10
0. 312 X 10
0. 312 X 10
0. 6 25 X 10
0. 625 X 10
1. 250 X 10
1. 2 50 X 10
2. 500 X 10
2. 500 X 10
5. 000 X 10
5. 000 X 10

- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3

4 . 0  
4. 0 
8.  5
8 . 0  
18. 5 
18. 5 
18. 0
37. 5
38. 0 
74. 0 
72. 5 
152. 0 
1 5 0 . 5
1 6 9 .5  2 8 4 . 0- o . . .  . *

- 3
- 3

1 6 9 . 5  2 8 5 . 5
1 7 6 . 5  3 3 2 . 0  *
1 7 7 .0  3 3 0 . 5 *

r  ^(O. 039 X 10 ^ )  1 . 2 5 0  x  10~^M) = 0 . 9 9 9

* i n  b u f f e r  s a t u r a t e d  w i t h  

0 . 0 4 r n î ^ ' ^ R ^  1 . 2 5 m M  i n

0. 0 4 m M R  ^  2. OmM ( in  s a t u r a t e d  so lu t io n )  

w h e r e  R  = a n a l y t i c a l l y  u s e f u l  r a n g e
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T A B L E  3 . 2 . 4 .  3 .

T a b l e  of  s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t  v s .  c o n c .  of  g l u c o s e

( c o n t i n u o u s  p u l s e )  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 5 . 8 ,  f l o w  r a t e
3 -1

0 . 3 2  c m  m i n

d i s p l a c e m e n t  ( u n i t s )

0 . 0 0 9 X 4. 5
0 . 0 1 8 X 10 _ 9.  5
0 . 0 1 8 X 1 0 - 3 9 .  5
0 . 0 3 9 X 1 8 . 0
0 . 0 3 9 X 1 8 . 5
0 . 0 7 8 X

1 0 - 3 3 6 . 5
0. 078 X 10 _ 3 6 . 5
0 . 1 5 6 X 1 0 - 3 7 2 . 0
0 .1 5 6 X 7 2 . 0
0. 312 X 147.  0
0 . 3 1 2 X 10 1 4 5 . 5
0 . 6 2 5 X 1 0 - 3 2 5 0 .  0
0 . 6 2 5 X 25 1 .  5
1 .2 5 0 X

1 0 _ 3
298 .  0

1 .2 5 0 X 10 2 9 6 . 5

2 9 3 . 5 *  
293 .5%  
504.  5 
503. 0*

2 3 8
r  (O. 009 X 10  ^  0. 312 x  10~ M) = 0. 999

* i n  b u f f e r  s a t u r a t e d  w i t h

0. 009 m M .4 0- 3 I m M

0. 009 m M . ^  R  ^  0.  75 m M  ( in  s a t u r a t e d  s o lu t ion )
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FIG 32A.5, Plot of stpndy-stntfi
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s o l u t i o n  of  b e n z o i c  a c i d ,  a n d  a d j u s t e d  to  t h e  d e s i r e d  c o n c e n t r a t i o n  

b y  d i l u t i o n  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  v o l u m e  of  b u f f e r  b e f o r e h a n d .

T h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  i n  t h e  m i c r o c o l u m n ,  a s  i n  p r e v i o u s  

s t u d i e s ,  s h o w e d  a p p a r e n t  q u a n t i t a t i v e  s t a b i l i t y  f o r  a  p e r i o d  of  

a t  l e a s t  tw o  w e e k s ,  a s  s h o w n  b y  t h e  p e a k  h e i g h t  of  a  5 0 0 p. 1
_ 3

p u l s e  of  0. 5 X 10 M  g l u c o s e .

E f f e c t  of  m u t a r o t a t i o n  of  D - g l u c o s e

D - g l u c o s e ,  w h e n  i n  t h e  f o r m  of  a  6 - m e m b e r e d  r i n g  ( p y r a n o s e  

f o r m ) ,  c a n  e x i s t  i n  tw o  a n o m e r i c  f o r m s ,  t h e  a - f o r m ,  a n d  (3- f o r m ,  

a s  s h o w n  i n  F i g .  3.  2. 4. 6 .

C H ; , O H

H

ÇĤOH

OH

OH

H

(X D - Glucose -D -  Glucnsfi

F i g .  3. 2 . A . 6.
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I n  a q u e o u s  s o l u t i o n ,  t h e  r a t i o  of  t h e  a -  t o  P - f o r m s  i s  a p p r o x i m a t e l y  

3 6 : 6 4  ( 2 00 ), a l t h o u g h  i n  t h e  c r y s t a l l i n e  s t a t e  t h i s  e q u i l i b r i u m  no 

l o n g e r  h o l d s ,  t h e  a - f o r m  p r e d o m i n a t i n g .  A s  t h e  e n z y m e  g l u c o s e  

o x i d a s e  i s  s p e c i f i c  f o r  P - D - g l u c o s e  m a n y  w o r k e r s ,  ( e . g .  M o s b a c h  

e t  a l  ( 160), h a v e  l e f t  s t a n d a r d  g l u c o s e  s o l u t i o n s  to  s t a n d  f o r  24 h 

t o  e n s u r e  c o m p l e t e  e q u i l i b r i u m  i n  t h e  m u t a r o t a t i o n .

I n  t h e  0.  I M  p h o s p h a t e  b u f f e r  u s e d  i n  t h i s  s tu d y ,  no d i f f e r e n c e  w a s  

f o u n d  i n  t h e  p e a k  h e i g h t s  o r  s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t s  o b t a i n e d  

f r o m  f r e s h l y  m a d e - u p  g l u c o s e  s o l u t i o n s ,  a n d  g l u c o s e  s o l u t i o n s  

l e f t  to  s t a n d  f o r  24  h .

_ 2
I n d e e d ,  a  f r e s h l y  p r e p a r e d  0 . 6 2 5 x  10 M s o l u t i o n  o f  ( i n i t i a l l y )  

p u r e  a - D - g l u c o s e ,  w a s  o b s e r v e d  to  g i v e  o v e r  95% o f  t h e  s t e a d y -  

s t a t e  d i s p l a c e m e n t  b y  t h e  t i m e  i t  r e a c h e d  t h e  i m m o b i l i z e d  

g l u c o s e  o x i d a s e / c a t a l a s e  i n  t h e  m i c r o c a l o r i m e t e r  ( 4 O m i n  a f t e r  

d i s s o l v i n g  t h e  a - D - g l u c o s e )  g i v e n  b y  a  s o l u t i o n  of  D - g l u c o s e  of 

i d e n t i a l  c o n c e n t r a t i o n  t h a t  h a d  b e e n  a l l o w e d  to  s t a n d  f o r  24  h 

p r i o r  t o  b e i n g  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  m i c r o c a l o r i m e t e r  s h o w i n g  t h a t ,  

u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  of  t h e  e x p e r i m e n t s ,  m u t a r o t a t i o n  w a s  f a i r l y  

r a p i d .

S o m e  w o r k e r s  ( e .  g .  S c h m i d t  e t  a l  ( 1 56)),  h a v e  q u o t e d  a  m e a s u r e d  

o v e r a l l  e n t h a l p y  c h a n g e  f o r  t h e  r e a c t i o n  s c h e m e ,  a s  i l l u s t r a t e d

i n  F i g .  3 . 2 . 4 . 1.

H o w e v e r ,  i n  t h e  o p i n i o n  of  t h e  a u t h o r ,  s u c h  f i g u r e s  a r e  m e a n i n g l e s s  

u n l e s s  i t  c a n  b e  e s t a b l i s h e d  t h a t  e i t h e r  no m u t a r o t a t i o n  a t  a l l  i s  

o c c u r r i n g  d u r i n g  th e  r e s i d e n c e  t i m e  of  t h e  g l u c o s e  s o l u t i o n  i n  t h e  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e  m i c r o c o l u m n ,  i n  w h i c h  c a s e  t h e  r e a c t i o n  

w o u l d  o h l y  b e  6 4 % c o m p l e t e ,  b u t  c o u l d  e a s i l y  b e  c o r r e c t e d  f o r  100% 

r e a c t i o n ,  o r  t h a t  m u t a r o t a t i o n a l  e q u i l i b r i u m  w a s  e s t a b l i s h e d  so
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q u i c k l y  t h a t ,  a s  P - D- g l u c o s e  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  e q u i l i b r i u m ,  

t h e  a - f o r m  c o n v e r t e d  so  r a p i d l y  to  t h e  p - f o r m ,  t h a t  i t  too  c o u ld  

b e  o x i d i z e d  b y  t h e  e n z y m e  b e f o r e  i t  w a s  s w e p t  ou t  o f  t h e  m i c r o 

c o l u m n .  In  s u c h  a  c a s e  t h e  r e a c t i o n  w o u l d  b e  q u a n t i t a t i v e .

T h e  r e s u l t  o b t a i n e d  w i t h  t h e  p u r e  u - D - g l u c o s e  i n  t h i s  s t u d y  

s u g g e s t s  t h a t  t h e  a c t u a l  r a t e  of  m u t a r o t a t i o n  m a y  b e  s o m e w h e r e  

i n t e r m e d i a t e  b e t w e e n  t h e s e  two e x t r e m e s ,  a n d  t h a t  i n  t h e  r e l a t i v e l y  

s h o r t  t i m e  f o r  w h i c h  t h e  g l u c o s e  i s  i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  i m m o b i l i z e d  

g l u c o s e  o x i d a s e  ( a p p r o x .  2 - 5  m i n ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  f l o w  r a t e ) ,  

b e t w e e n  6 4 % a n d  100% of  t h e  s t o i c h i o m e t r i c  r e a c t i o n  i s  o c c u r r i n g .

P r o v i d e d  t h i s  (unknow n)  e x t e n t  of  r e a c t i o n  r e m a i n e d  c o n s t a n t ,  

t h e  a n a l y t i c a l  v a l u e  of  t h i s  t e c h n i q u e  w o u l d  not  b e  a f f e c t e d ;  

h o w e v e r ,  a n y  q u o t e d  o v e r a l l  e n t h a l p y  c h a n g e s  f o r  t h e  r e a c t i o n  

w o u l d ,  o b v i o u s l y ,  b e  u n r e l i a b l e .

T h e  m a j o r  d r a w b a c k  to  t e c h n i q u e s  s u c h  a s  t h i s  i n  a n a l y s i s  w o u ld  

a p p e a r  t o  b e  t h e  l i m i t e d  l i n e a r  r a n g e ,  due  to  t h e  d u a l  s u b s t r a t e  

n a t u r e  o f  t h e  e n z y m e  g l u c o s e  o x i d a s e  r e q u i r i n g  d i s s o l v e d  o x y g e n  

f r o m  t h e  b u f f e r  a s  c o - s u b s t r a t e .  T h e r e  w o u l d  a p p e a r  to  be 

l i t t l e  t h a t  c a n  b e  d o n e  to  c i r c u m v e n t  t h i s  d i f f i c u l ty ,  a s  e v e n  

s a t u r a t i o n  of  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n  w i t h  o x y g e n  p r o d u c e s  on ly  a  

l i m i t e d  e f f e c t .  H o w e v e r ,  t h e  o v e r a l l  e n t h a l p y  c h a n g e  a p p e a r s

l a r g e  e n o u g h  to  e n a b l e  v e r y  a c c u r a t e  m e a s u r e m e n t s  to  b e  m a d e
- 3 - 3i n  t h e  r e g i o n  0 . 1  x  10 M to  0. 5 x  10 M, so d i l u t i o n  o f  a

s a m p l e  to  w i t h i n  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  m a y  b e  one  a n s w e r .

T h e  w e a k n e s s  i n  t h i s  t e c h n i q u e  i s  t h a t ,  a l t h o u g h  u n c e r t a i n t i e s

i n  t h i s  l ow  c o n c e n t r a t i o n  r e g i o n  m a y  b e  s m a l l ,  w h e n  s c a l e d  to

t h e  o r i g i n a l  c o n c e n t r a t i o n ,  a b s o l u t e  u n c e r t a i n t i e s  b e c o m e  m u c h

g r e a t e r ,  a l t h o u g h  t h e  p e r c e n t a g e  u n c e r t a i n t y  r e m a i n s  u n a l t e r e d .
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O t h e r  e n z y m e s  t h a t  c o u l d  b e  u s e d  i n  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n s

( e . g .  h e x o k i n a s e ,  E . C . 2 . 7 .  1 . 1 . ) ,  a l t h o u g h  h a v i n g  t h e  a d v a n t a g e

of  g r e a t e r  l i n e a r  r a n g e s ,  a r e  i n h e r e n t l y  m u c h  l e s s  s p e c i f i c ,

m a k i n g  t h e i r  u s e  i n  c o m p l e x  m e d i a  s u b j e c t  to  m o r e  u n c e r t a i n t y .

T h e r e  i s  t h e  f u r t h e r  d i s a d v a n t a g e  o f  r e q u i r i n g  e x p e n s i v e  c o f a c t o r s

( e . g .  N A D P  ), m a k i n g  t h e  c o s t  p e r  a n a l y s i s  m u c h  g r e a t e r .  It

i s  f e l t  b y  t h e  a u t h o r  t h a t ,  e x c e p t  a t  low  c o n c e n t r a t i o n s  of g l u c o s e  
_ 2

( ^  1 x 1 0  M),  t h e  t e c h n i q u e  d e s c r i b e d  m a y  no t  b e  a s  g e n e r a l l y

a p p l i c a b l e  to  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n s  a s  to  d e t e r m i n a t i o n s  of 

s p e c i e s , s u c h  a s  p e n i c i l l i n s  o r  u r e a .  T h e  s e n s i t i v i t y  of  t h e  

t e c h n i q u e s  a p p e a r s  s i m i l a r  to  t h a t  o b t a i n e d  b y  M o s b a c h  et  a l  

(158 ,  l 6 0 ), s l i g h t l y  b e t t e r  t h a n  t h a t  o b t a i n e d  b y  S c h m i d t  e t  a l  

( 156), a n d  c o n s i d e r a b l y  b e t t e r  t h a n  t h a t  of J o h a n s s o n  (154) ,  who  

u s e d  a n  i d e n t i c a l  m i c r o c a l o r i m e t e r .

T h e  l o w e r  s e n s i t i v i t y  o b t a i n e d  b y  J o h a n s s o n  u n d e r  s e e m i n g l y  

i d e n t i c a l  c o n d i t i o n s  c a n  p r o b a b l y  b e  a g a i n  a s c r i b e d  to  a  p o o r  

c h o i c e  of  s u p p o r t  m a t e r i a l  ( i n  t h i s  c a s e ,  p o l y a c r y l a m i d e  ge l) ,  

p r o b a b l y  g i v in g  i n c o m p l e t e  c o n v e r s i o n  of a l l  t h e  p - D - g l u c o s e  

p r e s e n t  b e c a u s e  o f  low  m a s s  t r a n s f e r  r a t e s  of  g l u c o s e  to  th e  

e n z y m e  b o u n d  in  r e l a t i v e l y  l a r g e - d i a m e t e r ,  g e l - l i k e  p o l y 

a c r y l a m i d e  .



110

3.  2. 5. D e t e r m i n a t i o n  o f  s u c r o s e  a n d  l a c t o s e  u s i n g  t h e  LK B 

1 0 7 0 0 - 1  m i c r o c a l o r i m e t e r  i n  c o n j u n c t i o n  w i th  t h e  a p p r o p r i a t e  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s .

L i t t l e  w o r k  a p p e a r s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  o n  t h e  u s e  of  t h e  c o m b i n a t i o n  

o f  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  a n d  m i c r o c a l o r i m e t r y  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  

o f  t h e  d i s a c c h a r i d e s ,  l a c t o s e  a n d  s u c r o s e .  M o s b a c h  a n d  c o - w o r k e r s  

h a v e  b r i e f l y  d e s c r i b e d  a n  " e n z y m e - t h e r m i s t o r "  u n i t  c a p a b l e  of  

l a c t o s e  a n a l y s i s  (158)  a n d  c o n t i n u o u s  m o n i t o r i n g  of  l a c t o s e  

c o n c e n t r a t i o n  ( l 6 l ) .  A  p a p e r  on s u c r o s e  a n a l y s i s  (174)  w a s  

p r e s e n t e d  o n  t h e  12th F E E S  M e e t i n g  ( D r e s d e n )  i n  1978 b y  s o m e  

m e m b e r s  of t h i s  g r o u p ,  b u t  t h i s  a p p e a r s  to  b e  t h e  s u m  t o t a l  of 

p u b l i s h e d  w o r k  on  t h e s e  t o p i c s  up to  J u n e  1980, d e s p i t e  the  

c o m m e r c i a l  a v a i l a b i l i t y  of  e n z y m e s  a c t i n g  s p e c i f i c a l l y  on  s u c r o s e  

a n d  l a c t o s e .

C o n s e q u e n t l y ,  i t  w a s  a t t e m p t e d  to  u s e  th e  t e c h n i q u e s  p r e v i o u s l y  

d e s c r i b e d  i n  t h i s  c h a p t e r  to  d e t e r m i n e  t h e s e  d i s a c c h a r i d e s  

s p e c i f i c a l l y ,  b o t h  a l o n e  a n d  i n  t h e  p r e s e n c e  of  e a c h  o t h e r ,  a nd  

g l u c o s e .  P r e l i m i n a r y  w o r k  s h o w e d  t h a t  th e  h y d r o l y s i s  of  t h e  

d i s a c c h a r i d e  w i t h  th e  a p p r o p r i a t e  e n z y m e  wi l l ,  p e r  s e ,  on ly  

p r o d u c e  a n  e x t r e m e l y  s m a l l  h e a t  c h a n g e ,  so i t  w a s  n e c e s s a r y  

t o  u s e  s e c o n d a r y  e n z y m e s  to  i n c r e a s e  t h e  o v e r a l l  e n t h a l p y  c h a n g e .

T h e  r e a c t i o n  s c h e m e s  u s e d  f o r  l a c t o s e  a n d  s u c r o s e  a r e  s h o w n  

i n  F i g s .  3.  2 .  5. l a n d  3 . 2 .  5 . 2 . ,  r e s p e c t i v e l y : -

l a c t o s e  ^ g l u c o s e  + g a l a c t o s e
2

1 g l u c o s e  o x i d a s e  y  ̂  ̂ . t tg l u c o s e  Q 7  g l u c o n i c  a c i d  +

c a t a l a s e  
2 ^ 2  '  " 2 "  ^""2

H ^ O  + JQ

F i g .  3 . 2 .  5. 1 .



I l l

s u c  r o s e i n v e r t a s e

“ 2°
g l u c o s e  + f r u c t o s e

g l u c o s e  .RlEc o s e  o x i d a s e  H , 0
2 2

» 2 ° 2
c a t a l a s e

F i g .  3 . 2 . 5 . 2 .

R e a g e n t s

G l u c o s e  o x i d a s e  ( T y p e  VII,  f r o m  A s p e r g i l l u s  n i g e r ) ,  

C a t a l a s e  ( f r o m  B o v i n e  l i v e r ) ,  P - g a l a c t o s i d a s e  ( g r a d e  Vl l l ,  

f r o m  E . C o l i )  a n d  i n v e r t a s e  ( g r a d e  Vll ,  f r o m  B a k e r s  Y e a s t ) ,  

w e r e  a l l  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o . , U . K .

L a c t o s e  (A n a l a r  g r a d e )  a n d  S u c r o s e  ( A n a l a r  g r a d e )  w e r e  

o b t a i n e d  f r o m  B . D . H . ,  P o o l e ,  U . K .

G l u c o s e  ( p u r i s s )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  K o c h - l i g h t  L a b o r a t o r i e s ,  

C o l n b r o o k ,  B u c k s ,  U . K

A l l  o t h e r  r e a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  a s  l i s t e d  i n  C h a p t e r  2. 

I m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e

P - g l a c t o s i d a s e  ( E . C . 3 . 2 . 1 . 2 3 . ) ,  ( 1 . 5  m g ,  1000 u n i t s )  o r

i n v e r t a s e  ( E . C . 3 . 2 .  1 .2 6 ) ,  (10 m g ,  4000  u n i t s )  w e r e  c o u p l e d  to
2 - 1

g l u t a r  a l d e h y d e - a c t i v a t e d  a l k y l a m i n e  g l a s s  (O. 5 g, 2 1 6 . 9  m  g ), 

a l o n g  w i t h  g l u c o s e  o x i d a s e  ( E . C . l .  1 . 3 . 4 . ) ,  (20 m g ,  4200  u n i t s )  

a n d  c a t a l a s e  ( E . C .  1. 11. 1 .6 ) ,  ( 1 m g ,  1850 u n i t s ) .  A l l  o t h e r  

e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  w e r e  i d e n t i c a l  to t h o s e  d e s c r i b e d  in  

C h a p t e r  3, S e c t i o n  2. 1, ( a n a l y s i s  of p e n i c i l l i n  G), e x c e p t  t h a t  

t h e  b u f f e r  s o l u t i o n s  u s e d  w e r e , f o r  P - g a l a c t o s i d a s e / g l u c o s e  

o x i d a s e / c a t a l a s e  0. IM  p h o s p h a t e  + 0. 0 0 IM  M g C l ^  + 0.  0 0 IM  

d i t h i o t h r e i t o l ,  a t  pH 6.  5, w h e r a s  f o r  i n v e r t a s e / g l u c o s e  o x i d a s e /
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c a t a l a s e ,  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n  w a s  c o m p o s e d  of  0. IM  p h o s p h a t e  

+ O . O I M E D T A ,  a t  pH 5. 5.

T a b l e s  a n d  p l o t s  of p e a k  h e i g h t  (500 ^  1 p u l s e  s a m p l e s ) ,  a n d  of 

s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t  ( c o n t i n u o u s  p u l s e )  v s .  c o n c .  of  l a c t o s e  

a n d  s u c r o s e ,  a r e  s h o w n  i n  T a b l e s  3 . 2 . 5 .  3.  a n d  3. 2.  5. 4.  , a n d  

F i g s .  3. 2.  5. 5. a n d  3. 2. 5. 6 . ,  u s i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  e n z y m e  

s y s t e m  a n d  b u f f e r  in  e a c h  c a s e .

2
C o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  ( r  ) w e r e  a l s o  r e p o r t e d .

T h e  p l o t s  o b t a i n e d  f o r  b o t h  s u c r o s e  a n d  l a c t o s e  a r e ,  not

s u r p r i s i n g l y ,  a l m o s t  i d e n t i c a l  to t h o s e  o b t a i n e d  i n  t h e  p r e v i o u s

s e c t i o n  f o r  g l u c o s e ,  a s  t h e  r e a c t i o n s  w h i c h  p r o d u c e  v i r t u a l l y  a l l

t h e  e n t h a l p y  c h a n g e  a r e  i d e n t i c a l  i n  a l l  t h r e e  c a s e s .  I n d e e d ,

w h e n  i d e n t i c a l  c o n c e n t r a t i o n s  of s u c r o s e  a nd  g l u c o s e  i n  t h e  s a m e

b u f f e r  (O. IM  p h o s p h a t e  + 0.  OlM E D T A ,  pH 5. 8) w e r e  p a s s e d

t h r o u g h  t h e  m i c r o c o l u m n  c o n t a i n i n g  g l a s s  i m m o b i l i z e d  i n v e r t a s e ,

g l u c o s e  o x i d a s e  a n d  c a t a l a s e ,  i d e n t i c a l  d i s p l a c e m e n t s ,  w i t h i n

e x p e r i m e n t a l  u n c e r t a i n t y  l i m i t s ,  w e r e  o b t a i n e d ,  a d d i n g  f u r t h e r

e v i d e n c e  t o  t h e  v i e w  p r e v i o u s l y  e x p r e s s e d  t h a t  h y d r o l y s i s  of

t h e  d i s a c c h a r i d e ,  p e r  s e , d o e s  no t  p r o d u c e  a  l a r g e  e n t h a l p y  c h a n g e ,

P r o v i d e d  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  r e m a i n e d  w i t h i n  t h e  l i n e a r

r e g i o n  of  t h e  p l o t s  i n  F i g .  3. 2.  5. 5. a n d  3. 2. 5 . 6 .  r e p r o d u c i b i l i t y

a n d  p r e c i s i o n  a p p e a r e d  n o r m a l  (ji 2%), a n d  q u a n t i t i v e  s t a b i l i t y

o f  b o t h  s e t s  o f  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  w a s  o b s e r v e d  f o r  t h e  p e r i o d

o f  s t u d y  ( a p p r o x i m a t e l y  1 w e e k  i n  e a c h ) .  S e n s i t i v i t y  a p p e a r e d

t o  b e  a b o u t  a n  o r d e r  of m a g n i t u d e  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o b t a i n e d  by

M o s b a c h  a n d  c o - w o r k e r s ,  p r o b a b l y  b e c a u s e  t h e y  f a i l e d  to

i m m o b i l i z e  s u f f i c i e n t  u n i t s  of e n z y m e  to  b r i n g  a b o u t  m a x i m u m

c o n v e r s i o n  a s  s u g g e s t e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  t h e i r  p l o t s  w e r e  l i n e a r
-  3

un  to  a b o u t  3 . 5 x 1 0  M.
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£ IG  3255. Plot nf p m k  h t v.q
conr. of sucrnqp(DSr.m3pulRp)^

' -QS in to hie .175.1
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FIG. 3 2 5 6  Plot nf stffndy-state
displacem ent vs conr. of su c ro se  

a s  in table 3.2.5A.
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T h e  a d v a n t a g e s  a n d  d i s a d v a n t a g e s  i n h e r e n t  in  s u c r o s e  a n d  l a c t o s e  

d e t e r m i n a t i o n s  b y  s u c h  a  t e c h n i q u e  a r e  v e r y  s i m i l a r  to  t h o s e  of 

g l u c o s e  a s  d i s c u s s e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n .

3. 2 . 6 .  D e t e r m i n a t i o n  of u r i c  a c i d  u s i n g  g l a s s - i m m o b i l i z e d  u r i c a s e  

a n d  c a t a l a s e  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  L K B  10700-  1 m i c r o c a l o r i m e t e r .

D e t e r m i n a t i o n  of  s e r u m  u r i c  a c id ,  a  m a j o r  e nd  p r o d u c t  of  p u r i n e  

m e t a b o l i s m  i n  m a n ,  i s  m o s t  h e l p f u l  i n  t h e  d i a g n o s i s  of  gou t .

E l e v a t e d  l e v e l s  of  u r i c  a c i d  a r e  fo u n d  i n  p a t i e n t s  w i t h  f a m i l i a l  

i d i o p a t h i c  h y p e r u r i c e m i a  a n d  i n  d e c r e a s e d  r e n a l  f u n c t i o n .  

S p e c t r o m e t r y  of  u r i c  a c i d ,  b a s e d  on  i t s  o x i d a t i o n  to  a l l a n t o i n  by  

t h e  e n z y m e  u r i c a s e ,  r e q u i r e s  a  h i g h - q u a l i t y  u l t r a  v i o l e t  s p e c t r o 

p h o t o m e t e r ,  a n d  m a y  s t i l l  b e  s u b j e c t  to  s p e c t r a l  i n t e r f e r e n c e .  

C o u p l i n g  t h e  r e a c t i o n  to  a  s e c o n d  e n z y m e  a n d  a n  o x i d a t i o n - r e d u c t i o n  

s t e p ,  to  p r o d u c e  a  r e a d i l y  d e t e c t a b l e  a b s o r b a n c e  c h a n g e  i n  th e  

v i s i b l e  p a r t  o f  t h e  s p e c t r u m  i s  p r o n e  to  c h e m i c a l  i n t e r f e r e n c e s  (203) .  

B y  t h e  u s e  of  t h e  c o m b i n a t i o n  of i m m o b i l i z e d  u r i c a s e  a n d  c a t a l a s e ,  

i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  m i c r o c a l o r i m e t r y ,  i t  w a s  h o p e d  to  a v o i d  t h e s e  

p r o b l e m s .

M o s b a c h  a n d  c o - w o r k e r s  (158) ,  h a v e  v e r y  b r i e f l y  r e p o r t e d  a
_ 2

p r e l i m i n a r y  s t u d y  of  u r i c  a c i d  d e t e r m i n a t i o n s  i n  t h e  r a n g e  1 x 1 0  M 

t o  4 x  10 u s i n g  t h e i r  " e n z y m e  t h e r m i s t o r "  a p p a r a t u s ,  b u t  a p a r t

f r o m  t h i s  b r i e f  m e n t i o n ,  no o t h e r  r e p o r t s  a p p e a r . i n  t h e  l i t e r a t u r e  

o n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  of  u r i c  a c i d  u s i n g  t h e  c o m b i n a t i o n  of  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  a n d  t h e r m a l  m e t h o d s .

T h e  C O - i m m o b i l i z a t i o n  of u r i c a s e  a n d  c a t a l a s e  c a n  b e  r e g a r d e d  a s  

g i v i n g  t h e  r e a c t i o n  s c h e m e  s h o w n  i n  F i g .  3. 2. o . 1.
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u r i c  a c i d  + O + H O . !:̂ T^case y  a l l a n t o i n  + H O + CO 
Ù c  2 2 2

c a t a l a s e ^

H +C0,

F i g .  3 . 2 . 6 .  1 .

R e a g e n t s

C a t a l a s e  ( E . C .  1. 11. 1 . 6 ,  f r o m  b o v i n e  l i v e r ) ,  a n d  u r i c  a c i d  

(99% p u r e )  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  Co .  , U. K. 

U r i c a s e  (E .  C.  1 . 7 .  3. 3 . ,  f r o m  h o g  l i v e r )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  

B o e h r i n g e r  M a n n h e i m  L td ,  L e w e s ,  S u s s e x ,  U . K .

A l l  o t h e r  r e a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  a s  l i s t e d  i n  C h a p t e r  2.

I m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e

U r i c a s e  (2 m g ,  18 u n i t s )  a n d  c a t a l a s e ( l  m g ,  1850 u n i t s )  w e r e

c o u p l e d  to  g l u t a r a l d e h y d e - a c t i v a t e d  a l k y l a m i n e  g l a s s  (O, 1 g ,
2  -  1

216 .  9 m  g s u r f a c e  a r e a ) ,  a s  d e s c r i b e d  in  C h a p t e r  2, S e c t i o n  1. 2 

A l l  o t h e r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  w e r e  i d e n t i c a l  to  t h o s e  d e s c r i b e d  i n  

C h a p t e r  3, S e c t i o n  2. 1. ( a n a l y s i s  of  p e n i c i l l i n  G), e x c e p t  th a t ,  

d u e  to  t h e  low a c t i v i t y  of  t h e  i m m o b i l i z e d  u r i c a s e  o b t a i n e d ,  a  

l o w e r  f l o w  r a t e  w a s  u s e d  to  p r o l o n g  th e  c o n t a c t  t i m e  b e t w e e n  

s u b s t r a t e  ( u r i c  ac id )  a n d  i m m o b i l i z e d  e n z y m e ,  a n d  so  g ive  

g r e a t e r  c o n v e r s i o n s  to  p r o d u c t .
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T a b l e s  a n d  p l o t s  of p e a k  h e i g h t  (500 ^  1 p u l s e s )  a n d  s t e a d y - s t a t e

d i s p l a c e m e n t s  ( c o n t i n u o u s  p u l s e )  v s .  c o n c .  o f  u r i c  a c i d  a r e  s h o w n

i n  T a b l e s  3. 2 . 6 . 2 .  a n d  3. 2. 6. 3. , a n d  F i g s .  3. 2.  6 .  4.  a n d  3 . 2 . 6 .  5. ,

u s i n g  a  b u f f e r  o f  0. IM  T H A M  + 0. O lM  E D T A ,  a t  pH  8. 0. 
2

C o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  ( r  ) w e r e  c a l c u l a t e d  i n  t h e  u s u a l  w a y .

T h e  s h a p e  o f  t h e  p l o t s  i n  F i g s . 3. 2. 6 . 4 .  a n d  3 . 2 . 6 .  5. s h o w  a 

m u c h  m o r e  g e n t l e  c u r v e ,  e x t e n d i n g  o v e r  a  m u c h  g r e a t e r  

c o n c e n t r a t i o n  r a n g e ,  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  f o r  g l u c o s e ,  u s i n g  a  

s i m i l a r  d u a l - s u b s t r a t e  n a t u r e d  e n z y m e  ( F i g s .  3 .  2. 4 .  4. a n d  

3. 2 .  4 . 5. ). T h e  i n t e r p r e t a t i o n  p l a c e d  u p o n  t h i s  i s  t h a t  i s  w a s  not  

p o s s i b l e  to  i m m o b i l i z e  e n o u g h  e n z y m e  on to t h e  c o l u m n  to  o b t a i n  

100% c o n v e r s i o n ,  of  s u b s t r a t e  to  p r o d u c t ,  a n d  t h a t  t h i s  e f f e c t  

w a s  m o r e  p r o n o u n c e d  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  r e l a t i v e  

e x p e n s e  of  u r i c a s e  ( a p p r o x .  £ 6  p e r  m g ) ,  r e n d e r s  i m m o b i l i z a t i o n  

o f  a  g r e a t e r  a c t i v i t y  of  e n z y m e  l e s s  a t t r a c t i v e .  N o n e t h e l e s s ,  

t h e  s e n s i t i v i t y  o b t a i n e d  w a s  w e l l  o v e r  a n  o r d e r  of  m a g n i t u d e  b e t t e r  

t h a n  t h a t  o b t a i n e d  b y  M o s b a c h  an d  c o - w o r k e r s  ( l 5 S ) .

T h e  w i t h i n - d a y  r e p r o d u c i b i l i t y  of  i d e n t i c a l  s a m p l e s  w a s  v e r y  good  

(jH 2%), bu t ,  p r e s u m a b l y  b e c a u s e  no e x c e s s  of  e n z y m e  w a s  e m p l o y e d ,  

■as i n  t h e  o t h e r  c a s e s  m e n t i o n e d ,  t h e  a p p a r e n t  s t a b i l i t y  of  t h e  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e  w a s  m u c h  p o o r e r ,  w i t h  a n  e s t i m a t e d  h a l f - l i f e  

o f  a b o u t  a  w e e k ,  a s  s h o w n  b y  th e  p e a k - h e i g h t  o b t a i n e d  b y  p a s s a g e
_ 3

of  a  500 1 p u l s e  of  0 . 4  x  10 u r i c  a c i d  t h r o u g h  t h e  c o l u m n .
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T A B L E  3 . 2 . 6 . 2 .

T a b l e  of  p e a k  h e i g h t  ( 500 p. 1 p u l s e )  v s .  c o n c .  of  u r i c  a c i d  i n  

T H A M  b u f f e r ,  pH 8 . 0 .  f low  r a t e  = 0 . 0 7 2  c m ^ m i n "  ^

“ 3
C o n c .  of  u r i c  a c i d / m o l  d m  p e a k  h e i g h t  ( u n i t s )

0. 050 X 10
0. 050 X 10
0. 100 X 10
0. 100 X 10
0., 200 X 10
0. 200 X 10
0. 400 X 10
0. 400 X 10
0. 800 X 10
0. 800 X 10
1. 600 X 10
1.,600 X 10

- 3
-3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3

4. 0 
4.  5 
8 . 0  
7. 5 
14.  5 
14.  0 
2 6 . 5 
25 .  5 
48 .  5 
47 .  0 
70.  5 
72.  0

r  ^ = 0 . 9 7 2
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T A B L E  3 . 2 . 6 . 3 .

T a b l e  of  s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t  ( c o n t i n u o u s  p u l s e )  v s .  c o n c .  

o f  u r i c  a c i d  i n  T H A M  b u f f e r ,  pH 8. 0, f lo w  r a t e  = 0. 072  c m ^ m i n

C o n c .  o f  u r i c  a c i d / m o l  d m  p e a k  h e i g h t  ( u n i t s )

0. 025 X 10
0. 050 X 10
0. 100 X 10
0. 100 X 10
0. 200 X 10
0. 200 X 10
0. 400 X 10
0. 400 X 10
0. 800 X 10
0. 800 X 10
1. 600 X 10
1., 600 X 10

- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
- 3
-3

3 . 0  
6.  5
1 1 . 0  
1 1 . 0  
2 0 . 0 
19. 0
34.  0
35.  0 
6 2 . 0 
60 .  5 
101.  5 
103.  0

r  ^ = 0 . 9 9 0
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S e c t i o n  3 . 3 .

D e t e r m i n a t i o n  of e n z y m e  s u b s t r a t e  u s i n g  h o m e - m a d e  a p p a r a t u s , 

w i t h  a  t h e r m i s t o r  a s  h e a t  s e n s o r

3 . 3 . 1 .  D e s i g n ,  c o n s t r u c t i o n  a n d  o p e r a t i o n  of  a  " s e m i - a d i a b a t i c "  

f low  m i c r o c a l o r i m e t e r  u s i n g  a  t h e r m i s t o r  a s  h e a t  s e n s o r .

T h e  a p p l i c a t i o n  of i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  and  e s s e n t i a l l y  i s o t h e r m a l  

( o r ^ ' h e a t - l e a k "  t y p e ) m i c r o c a l o r i m e t r y  i n  a n a l y s i s  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  

i n  C h a p t e r  3, S e c t i o n  2; h o w e v e r ,  t h e  t i m e  r e q u i r e d  f o r  one  

m e a s u r e m e n t  (15 m i n ) ,  a n d  t h e  r e l a t i v e  c o m p l e x i t y  a n d  e x p e n s e  

of  t h e  e q u i p m e n t  s u g g e s t e d  i t  m i g h t  b e  i n t e r e s t i n g  to  lo o k  a t  s o m e  

a l t e r n a t i v e  d e s i g n s .  W i t h  t h e  a d v e n t  of  v e r y  s m a l l ,  a n d  e x t r e m e l y  

s e n s i t i v e ,  s e m i - c o n d u c t o r  d e v i c e s  c a l l e d  t h e r m i s t o r s ,  i t  h a s  

b e c o m e  p o s s i b l e  to  c o n s t r u c t  v e r y  i n e x p e n s i v e  m e a s u r i n g  s y s t e m s  

b a s e d  on  t h e  m e a s u r e m e n t  of a  t e m p e r a t u r e  r i s e  b y  t h i s  t h e r m i s t o r ,  

e n c l o s e d  i n  a n  e n v i r o n m e n t  m a d e  a s  a d i a b a t i c  a s  p r a c t i c a l .

W h e r e a s  w i t h  t h e  L K B  10700 -1  a s s e m b l y ,  t h e  p r i n c i p l e  w a s  to  

c o n d u c t  a n y  h e a t  p r o d u c e d  a w a y  f r o m  t h e  r e a c t i o n  m i c r o c o l u m n ,  

a n d  o v e r  a  s e r i e s  of  t h e r m o p i l e s ,  i n  t h i s  w o r k  a t t e m p t s  w e r e  

m a d e  to  r e t a i n  t h e  h e a t  p r o d u c e d ,  t o  m a x i m i z e  t h e  t e m p e r a t u r e  

r i s e .  S i m i l a r  d e v i c e s ,  o f t e n  t e r m e d  " e n z y m e - t h e r m i s t o r s "  

h a v e  b e e n  u s e d  w i t h  g r e a t  s u c c e s s  b y  M o s b a c h  a n d  c o - w o r k e r s  

( 1 5 7 - 1 6 1 ,  168, 170, 175 -180 )  a n d  B o w e r s  and  c o - w o r k e r s  

( 164 , 166 , 167 , 169), a n d  i t  w a s  h o p e d  to  u s e  t h i s  t y p e  of  i n s t r u 

m e n t a t i o n  to  e x t e n d  t h e i r  w o r k ,  a n d  to  r e v i e w  s y s t e m s  f o r  w h i c h  

t h e  L K B  m i c r o c a l o r i m e t e r  w a s  u n s u i t a b l e .  T w o  s u c h  d e s i g n s  

a r e  d e p i c t e d  i n  F i g s .  3 . 3 .  1 . 1 .  a n d  3. 3. 1 . 2 .  In  e a c h  c a s e  

t h e  a p p a r a t u s  w a s  a l m o s t  c o m p l e t e l y  i m m e r s e d  i n  a  c o n s t a n t  

t e m p e r a t u r e  w a t e r  b a t h  ( to  abou t  2 c m  f r o m  t h e  t op ) .  B a t h  

t e m p e r a t u r e  w a s  m a i n t a i n e d  at  a  n o m i n a l  25°C  b y  a  v a r i a b l e
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p o w e r  h e a t e r ,  c o n s t r u c t e d  in  t h e  l a b o r a t o r y ;  t h e  c i r c u i t r y  i s  

s h o w n  in  F i g .  3 . 3 .  1. 3.

B o t h  p i e c e s  of  a p p a r a t u s  w e r e  c o n s t r u c t e d  a t  t h e  L a b o r a t o r y  of 

t h e  G o v e r n m e n t  C h e m i s t ,  C o r n w a l l  H o u s e ,  S t a m f o r d  S t r e e t ,  

L o n d o n  S E  1.

T h e  a p p a r a t u s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g .  3 . 3 . 1 .  1. i l l u s t r a t e s  o n e  v e r s i o n  

o f  t h e  " e n z y m e  t h e r m i s t o r " -  t y p e  a p p a r a t u s  u s e d ,  c o n s i s t i n g  of  

f o u r  p e r s p e x  s e c t i o n s .  A,  B, C a n d  D, e a c h  of  w h i c h  w a s  t h r e a d e d  

s o  a s  to  s c r e w  t o g e t h e r  to  f o r m  a  w a t e r t i g h t  s e a l ,  w i t h  t h e  

a i d  of a  r u b b e r  O - r i n g .

A f t e r  i m m e r s i o n  i n  t h e  c o n s t a n t  t e m p e r a t u r e  w a t e r - b a t h ,  

s o l u t i o n  w a s  p u m p e d  b y  a  p e r i s t a l t i c  p u m p  ( L K B  10200  o r  

L K B  4 9 1 2 A) v i a  a  t h r e a d e d  c o n n e c t o r  i n  B, t h r o u g h  a  g o ld  p l a t e d  

s i l v e r  h e a t  e x c h a n g e  .-coil,  s i t u a t e d  i n  t h e  s e c o n d a r y  w a t e r - b a t h ,  A.  

T h e  p u r p o s e  of t h e  s e c o n d a r y  w a t e r  b a t h  w a s  to  s m o o t h  out  a n y  

s h o r t - t e r m  t e m p e r a t u r e  v a r i a t i o n s  i n  t h e  m a i n  b a t h ,  a n d  i t s  u s e ,  

i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  h i g h l y  e f f i c i e n t  h e a t - e x c h a n g e  c o i l  , m a k e s  

i t  u n n e c e s s a r y  to  k e e p  t h e  s o l u t i o n s  t h e r m o s t a t t e d .  F r o m  t h e  

s e c o n d a r y  w a t e r  b a t h ,  s o l u t i o n  f l o w e d ,  v i a  a n o t h e r  c o n n e c t o r  i n  

B, to a  l e n g t h  of n y l o n  t u b i n g  s i t u a t e d  i n  c h a m b e r  C,  o n  to  w h i c h  

e n z y m e s  c o u l d  b e  i m m o b i l i z e d ,  i f  d e s i r e d ,  a s  d e s c r i b e d  in  

C h a p t e r  2, S e c t i o n  2 . 1 .  T h e  e n d  of  t h e  n y lo n  t u b e  w a s  c o n n e c t e d ,  

v i a  a  p i e c e  of  s i l i c o n e  t u b i n g  a n d  a p p r o p r i a t e l y  s i z e d  t e f l o n  

a d a p t o r s ,  to  a  g l a s s  T - p i e c e ,  in to  w h i c h  a  t h e r m i s t o r  ( R . S .  

t h e r m i s t o r  t y p e  G L 2 3 ,  s t o c k  no. 1 5 1 - 0 2 9 ,  o b t a i n e d  f r o m  RS 

C o m p o n e n t s  L t d . ,  c a .  2K-n- a t  2 0 ° C ) ,  w a s  b o n d e d  w i t h  a  w a t e r 

t i g h t  s e a l  u s i n g  e p o x y  r e s i n .  A f t e r  f l o w in g  o v e r  t h e  t h e r m i s t o r  

t i p ,  s o l u t i o n  f lo w e d  to  w a s t e  v i a  a  p i e c e  o f  t u b in g  l e a v i n g  the  

a p p a r a t u s  t h r o u g h  a s m a l l  h o l e  i n  D.
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T h e r m i s t o r  l e a d s  ( c o n t a i n e d  i n  a  c o a x i a l  p i e c e  o f  s i l i c o n e  tu b in g ) ,  

l e f t  t h e  a p p a r a t u s  v i a  a  t h r e a d e d ,  w a t e r t i g h t  o u t l e t .  T h e  t h e r m i s t o r  

r e s i s t a n c e  v a r i a t i o n  w a s  r e g i s t e r e d  a s  t h e  d i s b a l a n c e  p o t e n t i a l  on 

a  W h e a t s t o n e  b r i d g e  c i r c u i t ,  a m p l i f i e d ,  a n d  f e d  to  a  c h a r t  r e c o r d e r .

T h e  a p p a r a t u s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g .  3. 3.  1. 2. w a s  c o n s t r u c t e d  e n t i r e l y  

o f  g l a s s .  I n  t h i s  c a s e  s o l u t i o n  w a s  p u m p e d  f r o m  a  s e c o n d a r y  

w a t e r - b a t h  ( S e c t i o n s  A  a n d  B) f r o m  t h e  a p p a r a t u s  d e s c r i b e d  e a r l i e r ,  

a l o n g  a  p i e c e  o f  n y l o n  t u b in g ,  w h i c h  e n t e r e d  t h e  a p p a r a t u s  v i a  a  

w a t e r t i g h t  s u b a - s e a l  c o n n e c t i o n  i n  o n e  of  t h e  s i d e  a r m s  a n d  

e v e n t u a l l y  c o n n e c t e d  w i t h  t h e  g l a s s  T - p i e c e  c o n t a i n i n g  t h e  

t h e r m i s t o r ,  a l l  c o n n e x i o n s  a n d  s e a l s  b e i n g  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  

A g a i n ,  e n z y m e  c o u l d  b e  i m m o b i l i z e d  o n  to  t h e  i n s i d e  of  t h i s  s e c t i o n  

o f  t u b i n g ,  i f  so  d e s i r e d .  T h e  t h e r m i s t o r  l e a d s  a n d  w a s t e  s o l u t i o n  

l e f t  t h e  a p p a r a t u s  v i a  a n o t h e r  s i d e - a r m ,  p r o t r u d i n g  j u s t  a b o v e  

w a t e r - l e v e l .

O n e  s l i g h t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  two  i s  t h a t  m u c h  of  t h e  a p p a r a t u s  

i l l u s t r a t e d  i n  F i g .  3 . 3 . 1 .  2. i s  d o u b l e - w a l l e d .  I d e a l l y ,  t h e  g l a s s  

T - p i e c e  a n d  t h e r m i s t o r  s h o u l d  n e v e r  t o u c h  t h e  i n s i d e  o f  th e  

a p p a r a t u s ,  b u t  o f t e n  ( e v e n  w h e n  s o m e  c o t t o n  w o o l  l a g g i n g  w a s  

p r e s e n t ) ,  t h i s  w a s  o b s e r v e d ,  l e a d i n g  to  e x t r a  b a s e l i n e  n o i s e  

a s  t h e  s h o r t - t e r m  t e m p e r a t u r e  v a r i a t i o n s  in  t h e  m a i n  w a t e r  b a t h  

w e r e  c o n d u c t e d ,  v i a  t h e  a p p a r a t u s  w a l l ,  to t h e  t h e r m i s t o r .

I n  t h i s  r e s p e c t  t h e  d o u b l e - w a l l e d  g l a s s  a p p a r a t u s  f a r e d  b e t t e r ,  

b u t  t h e  p e r s p e x  a s s e m b l y ,  b e i n g  c o n s i d e r a b l y  l e s s  b u l k y ,  w a s  

m o r e  c o n v e n i e n t  to  u s e .

P r o b l e m s  e n c o u n t e r e d

T h e  e x c e s s i v e l y  h i g h  b a s e l i n e  n o i s e  o r i g i n a l l y  e n c o u n t e r e d  c o u l d  

b e  t r a c e d  b a c k  to  tw o  s o u r c e s ,  t h e r m a l  f l u c t u a t i o n s  i n  t h e  m a i n  

w a t e r  b a t h ,  a n d  p u l s i n g  f r o m  t h e  p e r i s t a l t i c  p u m p .
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a) T h e r m a l  f l u c t u a t i o n s

E v e n  t h e  i n c o r p o r a t i o n  of  t h e  s e c o n d a r y  w a t e r  b a t h  i n to  t h e  d e s i g n  

o f  b o t h  c a l o r i m e t e r s  c o u l d  on ly  i m p r o v e ,  not  a l l e v i a t e ,  t h e  p r o b l e m  

W h e n e v e r  t h e  m a i n  h e a t e r  c u t  in ,  t h e  i n c r e a s e  i n  b a t h  t e m p e r a t u r e  

( a p p r o x .  0. 12°C)  w a s  p i c k e d  up b y  t h e  t h e r m i s t o r ,  r e s u l t i n g  i n  a  

*'s a w - t o o t h e d "  b a s e l i n e .  T h e  p r o b l e m  w a s  o v e r c o m e  b y  i n c o r 

p o r a t i n g  a  v a r i a b l e  p o w e r  h e a t e r  i n t o  t h e  m a i n  w a t e r  b a t h .

A l t h o u g h  t h i s  w a s  s o m e t i m e s  s lo w  t o  r e s p o n d  t o  t e m p e r a t u r e  

c h a n g e s ,  a n d  c o u l d  n o t  w h o l l y  c o m p e n s a t e  f o r  d r a s t i c  c h a n g e s  

i n  r o o m  t e m p e r a t u r e  ( e .  g.  g o ing  f r o m  a  ho t  d a y  to  a  c o o l  e v e n in g ) ,  

c h a n g e s  i n  t e m p e r a t u r e  w e r e  m u c h  s l o w e r ,  a n d ,  i n  t h e  s h o r t - t e r m  

a t  l e a s t ,  t h e  b a s e l i n e  r e m a i n e d  r e a s o n a b l y  s t e a d y .

b)  P u l s i n g  n o i s e

T h i s  p r o v e d  to  b e  v e r y  d i f f i c u l t  to  o v e r c o m e .  W i t h  t h e  s o l u t i o n s  

f l o w in g  d i r e c t l y  o v e r  t h e  t i p  of  t h e  h e a t  d e t e c t o r  ( t h e  t h e r m i s t o r ) ,  

t h i s  m e t h o d  a p p e a r s  m u c h  m o r e  s u s c e p t i b l e  to  a  l a r g e  b a s e l i n e  

n o i s e  f r o m  p u l s i n g ,  t h a n  i n  t h e  i s o t h e r m a l  L K B  a s s e m b l y .  

I n c o r p o r a t i o n  o f  p u l s e  s u p p r e s s o r s  s h o w e d  o n l y  a  m a r g i n a l  

i m p r o v e m e n t ,  a n d  t h e  a n s w e r  a p p e a r s  to  b e  a n  e l a b o r a t e ,  n o n 

p u l s i n g  p e r i s t a l t i c ,  o r  i n f u s i o n ,  p u m p .

3 . 3 . 2 .  D e t e r m i n a t i o n  of  u r e a  u s i n g  g l a s s - i m m o b i l i z e d  u r e a s e ,  

a n d  a  t h e r m i s t o r  a s  t h e  h e a t - s e n s i n g  d e v i c e .

T h i s  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e  w h i c h  i s  v e r y  s i m i l a r  to  t h a t  d e s c r i b e d  

b y  M o s b a c h  a n d  c o - w o r k e r s  (157,  168) ,  and  b y  B o w e r s  e t  a l  ( 167), 

w a s  no t  s t u d i e d  in  d e p th ,  a s  i t  h a d  a l r e a d y  b e e n  r e p o r t e d  in  

c o n s i d e r a b l e  d e t a i l  b y  b o t h  g r o u p s .  T h e  m a i n  p u r p o s e  w a s  to  

c o m p a r e  t h e  e f f i c i e n c y  of  t h e  " h o m e - m a d e "  a p p a r a t u s  s h o w n  

i n  F i g s .  3. 3. 1 . 1 .  a n d  3. 3. 1 . 2 .  w i t h  t h a t  of  o t h e r  w o r k e r s ,  a n d  

t o  t h e  L K B  1 0 700 -1  a s s e m b l y  d e s c r i b e d  in  C h a p e r  3, S e c t i o n  1 . 1 .
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R e a g e n t s

U r e a s e  ( T y p e  VII, f r o m  j a c k  b e a n s )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  

S i g m a  C h e m i c a l  C o .  U . K .

U r e a  (99"^ % p u r e )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  B.  D. H.  P o o l e ,  U. K. 

A l l  o t h e r  r e a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  a s  l i s t e d  i n  C h a p t e r  2.

I m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e

U r e a s e  ( 3 . 6  m g ,  250 u n i t s ) ,  w a s  c o u p l e d  to  g l u t a r a l d e h y d e -
2 -  1

a c t i v a t e d  a l k y l a m i n e  g l a s s  ( 0 . 2 g, 216 .  9 m  g s u r f a c e  a r e a ) ,  

a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2, S e c t i o n  1. 2.

A f t e r  i m m o b i l i z a t i o n ,  t h e  g l a s s - b o u n d  e n z y m e  w a s  m a d e  in to  a  

s l u r r y ,  u s i n g  t h e  m i n i m u m  v o l u m e  of  b u f f e r  (O. I M  p h o s p h a t e  + 

0.  O lM  E D T A ,  a t  pH 7. O), a n d  a s  m u c h  p a c k e d  i n t o  t h e  T - p i e c e  

c o n t a i n i n g  t h e  t h e r m i s t o r  a s  p o s s i b l e ,  b y  i n j e c t i n g  t h e  s l u r r y  

i n t o  t h e  T - p i e c e  u s i n g  a  P a s t e u r  p i p e t t e .

T h e  g l a s s - i m m o b i l i z e d  e n z y m e  w a s  c o n f i n e d  i n  t h e  T - p i e c e ,  

i n  t h e  v i c i n i t y  of  t h e  t h e r m i s t o r  t i p ,  b y  m e a n s  of  d o u b l e  l a y e r s  

o f  s p e c i a l l y  c u t  p i e c e s  of  f i l t e r  p a p e r ,  p o s i t i o n e d  a t  t h e  i n l e t  

a n d  o u t l e t ,  a s  s h o w n  i n  F i g .  3. 3. 2.  1.

500 p. 1 p u l s e s  o f  u r e a  w e r e  i n t r o d u c e d  in to  t h e  f l o w i n g  b u f f e r  
3 -1

s t r e a m  (O. 5 c m  m i n  ) v i a  t h e  A l t e x  i n j e c t i o n  v a l v e  i n  t h e  u s u a l

m a n n e r ,  a n d  a  t a b l e  a n d  p lo t  of  p e a c k  h e i g h t  v s .  c o n c e n t r a t i o n

o f  u r e a  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  3. 3. 2.  2. a n d  F i g .  3 .  3. 2 .  3.
2

T h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t ,  r  , w a s  a g a i n  c a l c u l a t e d  u s i n g  

t h e  a p p r o p r i a t e  p r o g r a m m e  on  a  H e w l e t t - P a c k a r d  H P 6  5 

p r o g r a m m a b l e  c a l c u l a t o r .
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T A B L E  3. 3 . 2 . 2 .

T a b l e  o f  p e a k  h e i g h t s  ( 500 u  1 p u l s e )  v s .  c o n c e n t r a t i o n  of  u r e a  

i n  0. I M  p h o s p h a t e  (pH 7. O) f lo w  r a t e  = 0. 50 c m ^  m i n

_ 3 . . . . . .
c o n c .  of  u r e a / m o l  d m  p e a k  h e i g h t  ( u n i t s )

- 3
0 . 6 2 5  X 10 4.  0
1 . 2 5 0  X  10" 10.  0
1. 250 X  1 0 ' ^  8 .  0
1. 250 X lO"^  7. 0
2.  500 X 10 20 .  0
2 . 5 0 0  X 10" 2 3 . 0
5. 000  X 10" 39 .  0
5. 000  X 10 45 .  0-3
5. 000 3̂

1 0 . 0 0 0 X

1 0 . 0 0 0 X

2 0 . 0 0 0 X
' ° - 3

2 0 . 0 0 0 X
' ° - 3

25 .  000 X
° - 325 .  000 X

' “ - 3
4 0 . 0 0 0 X

4 0 . 0 0 0 X ' ° - 3
5 0 . 0 0 0 X : o _ 3
5 0 . 0 0 0 X 1 0

41 .  0 
8 4 .  0 
8 6 . 0 
173.  0 
178.  0 
20 9 .  0 
2 1 6 . 0 
348 .  0 
3 5 2 .  0 
4 3 6 .  0 
4 4 2 .  0

r  ^ ( c o m p l e t e  r a n g e )  = 0 . 9 9 9
2 - 3

r  (up  t o  a n d  i n c l u d i n g  10 x  10 M) = 0 . 9 9 5
2 - 3

r  (up  to  a n d  i n c l u d i n g  5 x 1 0  M )  = 0.  984

0. 625m M ^^  50 m M

w h e r e  R  = a n a l y t i c a l l y  u s e f u l  r a n g e



FIG 3.32.3. Plot nf ppnk ht vs
cone of urea (O Scm^ pulse), os 

in tablo GG7.?
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300-
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A l t h o u g h  o v e r  t h e  c o m p l e t e  r a n g e  o f  u r e a  c o n c e n t r a t i o n s  s t u d i e d ,  

t h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  a p p e a r s  a s  0 . 9 9 9 ,  t h e  v a l u e  i s  

e v i d e n t l y  d i s t o r t e d  b y  th e  l o w e r  p e r c e n t a g e  e r r o r  a p p a r e n t  a t
_ g

h i g h e r  u r e a  c o n c e n t r a t i o n s .  O v e r  t h e  r a n g e  0 t o  10 x  10 M ,  

t h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  i s  o n l y  0 . 9 9 5  a n d  o v e r  t h e  r a n g e  

0 t o  5 X 10 o n l y  0. 984 .  I n s p e c t i o n  o f  T a b l e  3. 3 .  2 .  2.  s h o w s  

t h a t  a t  l ow  u r e a  c o n c e n t r a t i o n s ,  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  i s  n o w h e r e  

n e a r  t h e  ^  2% a c h i e v e d  u s i n g  t h e  L K B  a s s e m b l y .

A  l a r g e  p a r t  o f  t h i s  u n c e r t a i n t y  i s  u n d o u b t e d l y  d u e  t o  t h e  p o o r  

q u a l i t y  o f  b a s e l i n e  a c h i e v e d  i n  t h i s  s t u d y ,  due  p r i m a r i l y  to  t h e  

p r o b l e m s  a l r e a d y  d i s c u s s e d .

O n e  a d v a n t a g e  o f  t h i s  m e t h o d  o f  a s s a y  i s  t h a t ,  d u e  t o  t h e  m u c h  

l o w e r  t i m e - c o n s t a n t  of  t h e  t h e r m i s t o r  ( c o m p a r e d  t o  t h e  L K B  

m i c r o c a l o r i m e t e r  d e t e c t e d  s y s t e m ) ,  15 a n a l y s e s  p e r  h o u r  c o u l d  

b e  a c h i e v e d .  P r e s u m a b l y  t h i s  c o u l d  b e  i n c r e a s e d  s t i l l  f u r t h e r ,  

a t  t h e  e x p e n s e  o f  s e n s i t i v i t y ,  b y  u s i n g  s a m p l e  v o l u m e s  l e s s  t h a n  

500  jj. 1. T h e  s e n s i t i v i t y  o b t a i n e d  w a s  s i m i l a r  t o  t h a t  o b t a i n e d  

b y  B o w e r s  e t  a l  ( l 6 7 ) ,  b u t  w a s  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  t h a n  b o t h  t h a t  

o b t a i n e d  b y  M o s b a c h  a n d  c o - w o r k e r s  (157 ,  168) , a n d  t h e  L K B  

a s s e m b l y ,  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3, S e c t i o n  2 . 2 .

I t  i s  f e l t  t h a t  t h e  r e a s o n s  f o r  t h e  p o o r  s e n s i t i v i t y  a r e  e s s e n t i a l l y  

t h e  s a m e  a s  t h o s e  t h a t  c a u s e  t h e  p o o r  r e p r o d u c i b i l i t y  i .  e . , 

p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  k e e p i n g  t h e  w a t e r - b a t h  t e m p e r a t u r e  

c o n s t a n t ,  a n d  e l i m i n a t i n g  t h e  p u l s i n g  n o i s e  a n d  w h i c h  p r e v e n t s  

h i g h e r  a m p l i f i c a t i o n ,  r a t h e r  t h a n  p o o r  d e s i g n  (e .  g .  l o w  

a d i a b a t i c i t y )  of  t h e  a p p a r a t u s .  In  a n y  f u t u r e  w o r k ,  i t  i s  s t r o n g l y  

r e c o m m e n d e d  t h a t  a  n o n - p u l s i n g  p u m p  of  t h e  h i g h e s t  q u a l i t y ,  

a n d  a  t h e r m o s t a t t e d  w a t e r  b a t h  c a p a b l e  of  p r o v i d i n g  a  c o n s t a n t
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t e m p e r a t u r e  e n v i r o n m e n t  s t a b l e  t o  a t  l e a s t  O .O l^ C ,  o r  b e t t e r ,  

s h o u l d  b e  e m p l o y e d .

3 . 3 . 3 .  D e t e r m i n a t i o n  of  u r e a ,  u s i n g  n y l o n - t u b e  i m m o b i l i z e d  

u r e a s e ,  w i t h  a  t h e r m i s t o r  a s  h e a t  s e n s o r

U r e a  a n a l y s i s  i n  w h o l e  b l o o d  h a s  t e n d e d  to  p r e s e n t  m a n y  p r o b l e m s .

I t s  h i g h  v i s c o s i t y  a n d  t e n d e n c y  to  c o a g u l a t e  h a s  m a d e  t h e  u s e  of  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e  c o l u m n s ,  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d ,  d i f f i c u l t .  

A d d i t i o n a l l y ,  t h e  i n t e n s e  a b s o r p t i o n  o f  h a e m o g l o b i n  h a s  r u l e d  ou t  

m a n y  p o t e n t i a l  t e c h n i q u e s  b a s e d  on  s p e c t r o p h o t o m e t e r s ,  u n l e s s  

e x h a u s t i v e  d i a l y s i s  of  t h e  s a m p l e  w a s  u n d e r t a k e n  to  s e p a r a t e  out  

h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n s  a n d  h a e m o g l o b i n .

A m m o n i u m - i o n  s e n s i t i v e  e l e c t r o d e s  i n c o r p o r a t i n g  u r e a s e  e n t r a p p e d  

w i t h  a  d i a l y s i s  m e m b r a n e  h a v e  p r o v e d  u n r e l i a b l e ,  d u e  to  i n t e r 

f e r e n c e s  b y  N a  a n d  K (85 ,  86) .

I t  w a s  h o p e d  t h a t  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  a  t h e r m a l  d e t e c t o r  ( a  t h e r m i s t o r )  

w i t h  u r e a s e  b o u n d  to  t h e  i n s i d e  of  a  n y l o n  t u b e  ( t h r o u g h  w h i c h  i t  i s  

k n o w n  w h o l e  b l o o d  w i l l  p a s s  w i t h o u t  c o a g u l a t i o n )  w o u l d  p r o v i d e  a 

m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  of  b l o o d  u r e a ,  w i t h o u t  a d d i t i o n  of  

r e a g e n t s ,  o r  p r i o r  d e p r o t e i n i z a t i o n .

F r o m  t h e  o u t s e t ,  i t  w a s  o b v i o u s  t h a t  a d d i t i o n a l  p r o b l e m s  w o u l d

b e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  d e s i g n  of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  r e a c t o r .

S u c h  p r o b l e m s  i n c l u d e  t h e  c o m b i n a t i o n  of  l o w e r  e n z y m e  l o a d i n g s ,

d u e  t o  t h e  l o w  s u r f a c e  a r e a  of  t h e  i n s i d e  of  t h e  n y l o n  t u b e
- 3 2

( t y p i c a l l y  6 . 3  x  10 "^m p e r  m e t r e  of  l e n g t h ,  c o m p a r e d  to 

1 3 . 3  - 216 .  9 m  g  ̂ f o r  c o n t r o l l e d  p o r o s i t y  g l a s s ) ,  a n d  t h e  

l o w e r  m a s s  t r a n s f e r  r a t e s  of  s u b s t r a t e  to  t h e  e n z y m e  o n  t h e  

s u r f a c e  of  t h e  n y l o n  t u b e ,  due to t h e  g r e a t e r  d i s t a n c e  t h a t  

s u b s t r a t e  h a d  to  d i f f u s e  f r o m  t h e  b u l k  s o l u t i o n ,  c o m p a r e d  w i th  

f i n e l y  d i v i d e d  g l a s s .
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C o m b i n a t i o n  of  t h e s e  e f f e c t s  r e q u i r e d  t h e  u s e  of  r e l a t i v e l y  long

l e n g t h s  of  e n z y m e - b o u n d  n y l o n  t u b i n g  to  a c h i e v e  r e a s o n a b l e

e x t e n t s  of  r e a c t i o n .  T h i s  g a v e  r i s e  to  y e t  a n o t h e r  p r o b l e m

a s s o c i a t e d  o n l y  w i t h  t h e r m a l  m e t h o d s  o f  d e t e c t i o n ,  n a m e l y

h e a t  l o s s  d u e  to  i n c o m p l e t e  a d i a b a t i c i t y  b e f o r e  t h e  t e m p e r a t u r e

r i s e  c o u l d  b e  s e n s e d  b y  t h e  t h e r m i s t o r .  C o n s e q u e n t l y  a  b a l a n c e

h a d  t o  b e  s t r u c k  b e t w e e n  t h e s e  e f f e c t s ,  a n d  i t  a p p e a r e d  t h a t ,  a t
3 -1

t h e  f low  r a t e s  u s e d  ( 0 . 5  c m  m i n  ), a  t u b e  l e n g t h  of  a b o u t  33 c m  

g a v e  a b o u t  o p t i m u m  r e s u l t s  i n  t h i s  s t u d y .

R e a g e n t s

U r e a s e  ( T y p e  VII,  f r o m  j a c k  b e a n s )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  

S i g m a  C h e m i c a l  C o . ,  U . K .

U r e a  ( 9 9 + %  p u r e ) ,  w a s  o b t a i n e d  f r o m  P o o l e ,  U K.

A l l  o t h e r  r e a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  a s  l i s t e d  i n  C h a p t e r  2.

I m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e

T h r e e  d i f f e r e n t  b a t c h e s  of  u r e a s e  ( 3 . 6  m g  250 u n i t s )  w e r e  e a c h  

c o u p l e d  to  o n e  m e t r e  of  a c t i v a t e d  n y l o n  tu b in g  ( 1 m m  i n t e r n a l  

d i a m e t e r ) ,  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2, S e c t i o n  2. 1.

A f t e r  i m m o b i l i z a t i o n ,  e a c h  e n z y m e - b o u n d  n y l o n  t u b e  w a s  c u t  in to  

t h r e e  e q u a l  l e n g t h s ,  of  c a .  0 . 3 3  m  e a c h  ( w h i c h  p r e l i m i n a r y  s t u d i e s  

h a d  i n d i c a t e d  m a y  h a v e  b e e n  n e a r  t h e  o p t i m u m  l e n g t h ) ,  a n d  a  

p o r t i o n  of  o n e  o f  t h e  t u b e s  i n s e r t e d  i n t o  t h e  i n l e t  t u b i n g  i m m e d i a t e l y  

p r e c e d i n g  t h e  T - p i e c e  c o n t a i n i n g  t h e  t h e r m i s t o r ,  b y  m e a n s  o f  

s i l i c o n e  r u b b e r  c o n n e c t o r s .  T h e  o t h e r s  w e r e  f i l l e d  w i t h  b u f f e r  

(O. I M  p h o s p h a t e ,  + 0. OIM E D T A  + o. 0 0 IM  d i t h i o t h r e i t o l ,  

p H  7. O), a n d  s t o r e d  a t  c_a. + 4 ° C ,  u n t i l  r e q u i r e d  f o r  u s e .

O n e  b y  o n e ,  e a c h  o f  t h e  t u b e s  w e r e  i n s e r t e d  i n to  t h e  a p p a r a t u s  

a n d  i t s  p e r f o r m a n c e  m o n i t o r e d .

T h e  f o l l o w i n g  g e n e r a l i z a t i o n s  s o o n  b e c a m e  a p p a r e n t : -
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(a)  T h e  e n z y m e  a c t i v i t y ,  a s  i n d i c a t e d  b y  the  p e a k  h e i g h t  f o r  

a  g i v e n  c o n c e n t r a t i o n  of  u r e a ,  r e m a i n e d  c o n s t a n t ,  w i t h i n  

t h e  l i m i t s  of  e x p e r i m e n t a l  u n c e r t a i n t y ,  f o r  e a c h  of  t h e

3 l e n g t h s  c u t  f r o m  t h e  s a m e  t u b e ,  s h o w i n g  t h a t  t h e  e n z y m e  

w a s  e v e n l y  b o u n d  t h r o u g h o u t  t h e  l e n g t h  o f  t h e  t u b e .

(b) T h e  e n z y m e  a c t i v i t i e s  o f  t u b e s  c u t  f r o m  d i f f e r e n t  o n e - m e t r e  

l e n g t h s  of  e n z y m e - b o u n d  n y l o n  t u b i n g  w e r e  no t  n e c e s s a r i l y  

t h e  s a m e .

(c)  T h e  h a l f - l i f e  of  t h e  e n z y m e  t u b e s ,  a s  m e a s u r e d  b y  t h e  

p e a k  h e i g h t  o b t a i n e d  d u r i n g  p a s s a g e  of a  500 u  1 p u l s e  of  

32 X 10 u r e a  a p p e a r e d  to  b e  o n l y  2 4 - 4 8  h . a t  2 5 ° C ,  

b u t  s t a b i l i t y  w h i l s t  k e p t  r e f r i g e r a t e d  a t  + 4^ C  a p p e a r e d  

m u c h  b e t t e r .

T h e  p r o b l e m  of  t h e  s h o r t  h a l f - l i v e s  o f  t h e  e n z y m e - b o u n d  t u b e s  

c o u l d ,  i t  w a s  f e l t ,  b e  o v e r c o m e  b y  i m m o b i l i z a t i o n  o f  e n z y m e  to  

a  l o n g e r  o r i g i n a l  l e n g t h  o f  t u b e  ( s a y ,  3 o r  4 m e t r e s ) ,  a n d  

i n s e r t i n g  a  n e w  p o r t i o n  of  t h i s  t u b e  i n t o  t h e  a p p a r a t u s  e v e r y  day .

T h e  p r o b l e m  of  t h e  d i f f e r e n t  a c t i v i t i e s  s h o w n  b y  d i f f e r e n t  t u b e s ,  

d e s p i t e  t h e i r  a p p a r e n t l y  i d e n t i c a l  p r e p a r a t i o n ,  s u g g e s t e d  t h a t  

s o m e  a s  y e t  u n f o r e s e e n  f a c t o r  e x i s t s  ( e . g .  t r a c e  c o n t a m i n a t i o n  

o f  t h e  e t h e r  o r  m e t h y l e n e  c h l o r i d e  b y  w a t e r ) ,  b u t  no s e r i o u s  

a t t e m p t  w a s  m a d e  to  i n v e s t i g a t e  t h i s  p o i n t  f u r t h e r .

500 p 1 p u l s e s  of  u r e a  w e r e  i n t r o d u c e d  i n to  t h e  f o l l o w i n g  b u f f e r  

s t r e a m  (O. I M  p h o s p h a t e  + 0. OIM E D T A ,  a t  pH 7. O) i n  t h e  

u s u a l  m a n n e r ,  a n d  a  t a b l e  a n d  p lo t  of  p e a k  h e i g h t s  v s .  

c o n c e n t r a t i o n  of u r e a  a r e  g i v e n  in  T a b l e  3. 3. 3. I a n d  F i g .  3. 3. 3. 2 

r e s p e c t i v e l y ,  f o r  t h e  m o s t  a c t i v e  e n z y m e  t u b e .
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T A B L E  3. 3. 3. 1 .

T a b l e  of  p e a k  h e i g h t s  (500 p. 1 p u l s e )  v s .  c o n c e n t r a t i o n  of  a r e a ,

u s i n g  n y l o n - t u b e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  ( tube  l e n g t h  = 0. 33 m )
3 - 1i s  0. I M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7. 0, f l o w  r a t e  0. 5 c m  m i n  

c o n e  . of  u r e a / m o l ,  d m  p e a k  h e i g h t  ( u n i t s )

4 . 0 X 10 ' ^ 3 . 0
4 . 0  X  1 0 "

, - 3 3. 5
4 . 0  X  10 ^ 4. 5
8 . 0  X 10" 8 0
8 . 0  X 1 0 ' 7. 5
8 . 0  X 10" 8. 5
10. 0 X  10"^ 9. 5
10. 0 X 10" 11. 0
10. 0 X 10" 10. 5
1 6 . 0  X 10":: 1 4 . 5
16. 0 X  10~ 15. 5
2 0 . 0  X 10~ 18. 5
20.  0 X 10"^ 20.  0
3 2 . 0  X  1 0 ' 31.  5
32 .  0 X 10" 32.  0

2
r  = 0 . 9 9 4

2 - 3
r  (up  t o  a n d  i n c l u d i n g  1 0 x 1 0  M) = 0.  9 6 O

4 m M  ^  R  ^  3 2 m M

w h e r e  R  = a n a l y t i c a l l y  u s e f u l  r a n g e
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F r o m  t h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s ,  e s p e c i a l l y  t h a t  f o r  t h e  l o w e r  

c o n c e n t r a t i o n  r a n g e s ,  a n d  f r o m  i n s p e c t i o n  of  T a b l e  3.  3. 3. 1. , i t  

i s  a g a i n  a p p a r e n t  t h a t  t h e  p r e c i s i o n  a n d  r e p r o d u c i b i l i t y  of  r e s u l t s  

i s  r a t h e r  p o o r e r  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  L K B  a s s e m b l y ,  a n d  

t h a t  t h e  s e n s i t i v i t y  of  t h e  t e c h n i q u e s  i s  a l s o  d i s a p p o i n t i n g .

R e a s o n s  f o r  t h e  p o o r  p r e c i s i o n  a n d  r e p r o d u c i b i l i t y  h a v e  a l r e a d y  

b e e n  d i s c u s s e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n  (3,  3. 2. ), a n d  t h e  

e x p l a n a t i o n  of  t h e  l o w  s e n s i t i v i t y  o b t a i n e d  w a s  a l s o  d i s c u s s e d  

e a r l i e r .

T h e  c o m b i n a t i o n  of  t h e s e  p r o b l e m s  w o u l d  s e e m  t o  m a k e  t h i s  

t e c h n i q u e  of  a n a l y s i s  i m p r a c t i c a l  f o r  r o u t i n e  u r e a  d e t e r m i n a t i o n  

i n  w h o l e  b l o o d ,  a n d  s u c h  a n  a t t e m p t  w a s  no t  m a d e .  H o w e v e r ,  

a s  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  a  t h e r m a l  d e t e c t o r  a n d  t u b e - i m m o b i l i z e d  

e n z y m e  h a s  n o t  y e t  ( J u n e  1980) ,  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e ,  

t h i s  t e c h n i q u e  m a y  b e  of  a c a d e m i c  i n t e r e s t .

A  c o m p a r i s o n  of  t h e  t h r e e  m e t h o d s  u s e d  f o r  u r e a  d e t e r m i n a t i o n s  

( L K B  a s s e m b l y ,  t h e r m i s t o r / g l a s s - i m m o b i l i z e d  u r e a s e ,  a n d  

t h e r m i s t o r / n y l o n  t u b e  i m m o b i l i z e d  u r e a s e  i s  s h o w n  i n  T a b l e  3. 3. 3.  3
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3.  3 . 4 .  S o m e  a t t e m p t s  t o  p r o d u c e  a n  e n z - y m e - b o a n d  t h e r m i s t o r  

c a p a b l e  o f  a  r a p i d  a n d  r e p r o d u c i b l e  a n a l y s i s  of  s u b s t r a t e ,  u n d e r  

c o n t i n u o u s - f l o w  c o n d i t i o n s

S e v e r a l  a u t h o r s  h a v e  a p p l i e d  m i c r o c a l o r i m e t r i c  t e c h n i q u e s  to  

t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  c h e m i c a l  a n d  b i o c h e m i c a l  s p e c i e s ,  u s i n g  

a  c o l u m n  o f  f i n e l y  d i v i d e d  m a t e r i a l  o n  t o  w h i c h  a n  e n z y m e  h a s  

b e e n  i m m o b i l i z e d .  T h i s  t e c h n i q u e  i s  l i m i t e d  t o  s o l u t i o n s  of  

f a i r l y  l o w  v i s c o s i t y ;  h i g h  v i s c o s i t y  s o l u t i o n s  e i t h e r  c a u s e  

u n a c c e p t a b l y  h i g h  p r e s s u r e  d r o p s  a c r o s s  t h e  c o l u m n ,  o r  e l s e  

t e n d  t o  c l o g  t h e  c o l u m n  ( e .  g .  w h o l e  b l o o d ) .

O n e  p o s s i b l e  a n s w e r  c o u l d  b e  t o  i m m o b i l i z e  t h e  e n z y m e  o n  to  t h e  

i n s i d e  o f  s u i t a b l e  h o l l o w  f i b r e s  ( e . g .  n y l o n  t u b e s ) ,  b u t ,  f o r  a  

v a r i e t y  o f  r e a s o n s ,  t h i s  s y s t e m  g i v e s  p o o r  s e n s i t i v i t y  c o m p a r e d  

t o  p a c k e d - b e d  t y p e  r e a c t o r s  ( s e e  C h a p t e r  3. S e c t i o n  3 . 3 . )

A  p o s s i b l e  a l t e r n a t i v e  i s  t o  i m m o b i l i z e  t h e  e n z y m e  d i r e c t l y  o n  t o  

t h e  s e n s i n g  d e v i c e  ( i n  t h i s  c a s e ,  a  t h e r m i s t o r ) ,  a n d  s i m p l y  

i n c o r p o r a t e  t h i s  i n t o  t h e  f l o w - s y s t e m .  W i t h  t h i s  i n  m i n d ,  s e v e r a l  

m e t h o d s  h a v e  b e e n  a t t e m p t e d  to  i m m o b i l i z e  e n z y m e s  o n  

t h e r m i s t o r s .  _ [ N .  T .  C .  ( t y p e  F ) ,  2 k-A. t h e r m i s t o r s ,  o b t a i n e d  

f r o m  I .  T .  T . ] .

A l t h o u g h  i t  w a s  r e a l i s e d  t h a t  v e r y  l i t t l e  e n z y m e  c o u l d  a c t u a l l y  

b e  i m m o b i l i z e d  o n  t o  t h e  t h e r m i s t o r  t i p ,  d u e  t o  i t s  e x t r e m e l y  l o w  

s u r f a c e  a r e a ,  i t  w a s  h o p e d  t h a t  t h e  v e r y  s m a l l  d i s t a n c e  o v e r  

w h i c h  t h e  r e s u l t i n g  h e a t  w o u l d  h a v e  t o  b e  c o n d u c t e d  m i g h t  

c o m p e n s a t e .

T w o  p a p e r s  ( l 6 2 ,  163)  h a v e  a p p e a r e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  c o n c e r n e d

w i t h  t h e  d e t e r m i n a t i o n  of  s u b s t r a t e  u s i n g  s u c h  a n  e n z y m e - b o u n d  

t h e r m i s t o r ,  b u t  e a c h  d e t e r m i n a t i o n  h a s  b e e n  i n  b a t c h  r e a c t o r s .
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u s i n g  d i s c r e t e  s a m p l e s .

A t t e m p t s  h a v e  b e e n  m a d e  to  a d a p t  b o t h  m e t h o d s ,  a n d  t o  d e v i s e  

o t h e r  m e t h o d s  f o r  s u b s t r a t e  a n a l y s i s  u s i n g  a  c o n t i n u o u s - f l o w  

m e t h o d .

A p p a r a t u s

T h e  s c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  of  t h e  a p p a r a t u s  h a s  b e e n  s h o w n  i n  

e a r l i e r  r e p o r t s ,  a s  h a s  t h e  c o n s t r u c t i o n  of  t h e  c o n s  t a n t - t e m p e r a t u r e  

w a t e r - b a t h .

A  m o d i f i e d  " s e m i - a d i a b a t i c "  f l o w - c e l l  w a s  u s e d  ( F i g .  3.  3 . 4 .  I .  ), 

w h i c h  w a s  m u c h  m o r e  c o m p a c t  t h a n  a n y  p r e v i o u s  d e s i g n .  T h e  

a r e a  a r o u n d  t h e  g l a s s  T - p i e c e  w a s  s u r r o u n d e d  b y  a  g l a s s  b u l b ,  

w h i c h  c o u l d  b e  e v a c u a t e d ,  a n d  s e a l e d  off,  w h e n  r e q u i r e d .

T h e  e n z y m e - b o u n d  t h e r m i s t o r  ( w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  

s q u e e z e d  t h r o u g h  a  s m a l l  h o l e  b o r e d  in to  a n  a p p r o p r i a t e l y  s i z e d  

s u b a -  s e a l ) ,  c o u l d  e a s i l y  b e  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  f l o w - s t r e a m .  T h e  

s u b a -  s e a l  f o r m e d  a  w a t e r - t i g h t  c o n n e x i o n  a t  t h e  t o p  of  t h e  T - p i e c e ,  

a s  s h o w n  i n  F i g .  3 . 3 . 4 .  1. W h e n  d e s i r e d ,  t h e  a p p a r a t u s  c o u l d  

b e  u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a  s e c o n d a r y  w a t e r  b a t h  ( S e c t i o n s  A  

a n d  B o f  F i g .  3 . 3 .  1. 1 . )  to  i m p r o v e  t h e r m a l  e q u i l i b r a t i o n  of  

s a m p l e  a n d  b u f f e r .

B a s e l i n e  n o i s e  a n d  t e m p e r a t u r e  f l u c t u a t i o n s  a p p e a r e d  t o  b e  

a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  a s  i n  o t h e r  d e s i g n s ;  h o w e v e r ,  i t s  

d e c r e a s e d  s i z e  m a d e  t h i s  d e s i g n  m u c h  m o r e  c o n v e n i e n t  to  u s e :
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 ̂w aste

A= therm istor 
evacuated region 

C^woter-tight sGbo-seal
F i g . .  3  . 3 .  4 .  1 .

M e t h o d s  of  e n z y m e  i m m o b i l i z a t i o n  to  t h e  t h e r m i s t o r  t i p

1. G l a s s - i m m o b i l i s e d  t r y p s i n ,  u r e a s e  o r  c a t a l a s e ,  p r e p a r e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2, S e c t i o n  1 . 2 . ,  w e r e  s t a c k  t o  t h e  

t h e r m i s t o r  t i p  b y  u s e  o f  a  s u i t a b l e  a d h e s i v e  a s  i n  (163) .

L i t t l e  o r  no e n t h a l p y  c h a n g e  w a s  r e c o r d e d ,  e v e n  a t  s u b s t r a t e  

c o n c e n t r a t i o n s  u p  t o  5 0 m M ,  u s i n g  b e n z o y l - L - a r g i n i n e  e t h y l  

e s t e r  ( B A E E ) ,  u r e a  a n d  h y d r o g e n  p e r o x i d e  r e s p e c t i v e l y  a s  

s u b s t r a t e s .

T h a t  s o m e  e n z y m e  w a s  s t i l l  a c t i v e  w a s  s h o w n  b y  t h e  

o b s e r v a t i o n  of  t i n y  b u b b l e s  o f  ( p r e s u m a b l y )  o x y g e n ,  w h e n  

t h e  c a t a l a s e / s y s t e m  w a s  e m p l o y e d .  H o w e v e r ,  

no s i g n i f i c a n t  e n t h a l p y  p e a k  w a s  r e g i s t e r e d  o n  t h e  c h a r t  

r e c o r d e r .

2 .  A t t e m p t s  to  s t i c k  p o w d e r e d  u r e a s e  d i r e c t l y  o n  t o  t h e  

t h e r m i s t o r  t i p  u s i n g  e i t h e r  E v o s t i k  o r  U H U  g l u e  a l s o
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f a i l e d  t o  y i e l d  a n  e n z y m e - b o u n d  t h e r m i s t o r  c a p a b l e  of  

g e n e r a t i o n  of  a n y  s i g n a l  a t  5 0 m M  u r e a  c o n c e n t r a t i o n s .

3.  A n  a t t e m p t  w a s  m a d e  to  f u n c t i o n a l i z e  t h e  g l a s s - c o a t i n g  of  

t h e  t h e r m i s t o r ,  b y  a  m e t h o d  i d e n t i c a l  to  t h a t  d e s c r i b e d  

f o r  t h e  f u n c t i o n a l i z a t i o n  of  c o n t r o l l e d  p o r o s i t y  g l a s s  

d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2, S e c t i o n  I .  2 .  T h i s  m e t h o d  f a i l e d  to  

g i v e  e v i d e n c e  o f  a n y  c a t a l a s e  o r  u r e a s e  a c t i v i t y ,  r e g a r d l e s s  

of  w h e t h e r  o r  n o t  t h e  t h e r m i s t o r  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  e t c h e d  

w i t h  40%  H F  f o r  1 m i n .  U s i n g  t h i s  m e t h o d ,  n e i t h e r  a n  

e n t h a l p y  c h a n g e ,  n o r  b u b b l e s  o f  o x y g e n  on  t h e  t h e r m i s t o r  

s u r f a c e ,  w e r e  o b s e r v e d  f o r  t h e  c a t a l a s e / H ^ O ^  s y s t e m .

4 .  A n  a t t e m p t  w a s  m a d e  t o  p r e p a r e  a  " f u n c t i o n a l i z e d  g l u e " ,  b y  

m i x i n g  A r a l d i t e  e p o x y  a d h e s i v e  w i t h  t w i c e  i t s  v o l u m e  of  

e t h y l e n e  d i a m i n e ,  a n d  a l l o w i n g  a  p o r t i o n  o f  t h e  m i x t u r e  t o  

s e t  on  t h e  t h e r m i s t o r  s u r f a c e .  O n c e  s e t ,  t h e  f r e e  a m i n e  

g r o u p s  p r e s e n t  c o u l d  b e  c o n v e r t e d  t o  a l d e h y d e  g r o u p s  b y  

r e a c t i o n  w i t h  e x c e s s  g l u t a r a l d e h y d e ,  a n d  t h e  e n z y m e  c o u p l e d  

t o  t h i s  d e r i v a t i v e ,  b y  t h e  u s u a l  t e c h n i q u e s .

H o w e v e r ,  a s  w i t h  p r e v i o u s  m e t h o d s ,  no e v i d e n c e  of  e n z y m e  

a c t i v i t y  c o u l d  b e  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  e n z y m e s  t r y p s i n ,  u r e a s e  

o r  c a t a l a s e .

5.  A n  a t t e m p t  w a s  m a d e  t o  " c r o s s - l i n k "  t h e  e n z y m e  o n  t o  t h e
_ 2

t h e r m i s t o r ,  e i t h e r  b y  p l a c i n g  o n e  d r o p  of  a  10 m g  c m  

s o l u t i o n  o f  e n z y m e  i n  2.  5% g l u t a r  a l d e h y d e  s o l u t i o n  a t  pH  7. 0

o n  t o  t h e  t h e r m i s t o r  t i p  a n d  a l l o w i n g  to  s e t ,  o r  o n e  d r o p  of  a
- 3  - 3

s o l u t i o n  o f  5 m g  c m  o f  e n z y m e  p l u s  20 m g  c m  o f  h u m a n

s e r u m  a l b u m i n  (HSA)  i n  2. 5% g l u t a r a l d e h y d e  s o l u t i o n  a t

pH 7. 0 o n  t h e  t h e r m i s t o r  t ip ,  a s  i n  ( 162) .
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T h e  s t r e n g t h  of  a d h e s i o n  of  s u c h  a  d r o p  t o  t h e  t h e r m i s t o r  

s u r f a c e  w a s  p o o r ,  b u t  a p p e a r e d  to  i m p r o v e  s l i g h t l y  i f

t h e  t h e r m i s t o r  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  e t c h e d  w i t h  40% H F  

f o r  1 m i n ,  p r e s u m a b l y  due  to  t h e  h i g h e r  s u r f a c e  a r e a  of 

t h e  l a t t e r .

H o w e v e r ,  l i t t l e  o r  no t h e r m a l  r e s p o n s e  w a s  o b s e r v e d  u s i n g  

50 m M  s u b s t r a t e  w i t h  t h e  e n z y m e s  u r e a s e  o r  c a t a l a s e ,  

a l t h o u g h  o x y g e n  b u b b l e s  w e r e  a p p a r e n t  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  

l a t t e r ,  i n d i c a t i n g  s o m e  e n z y m e  a c t i v i t y .

6 .  T h e  e n z y m e  w a s " s e f  ' o n  to  t h e  t h e r m i s t o r  b y  m a k i n g  up a  

s o l u t i o n  of  20 m g  c m  ^ e n z y m e  i n  80 m g  c m  ^ g e l a t i n ,  a s  

p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  i n  t h e  p r o d u c t i o n  of  a n  e n z y m e  

e l e c t r o d e  ( s e e  C h a p t e r  2, S e c t i o n  2 . 2 . ) .

T h e  e n z y m e / g e l a t i n  f i l m  w a s  f o u n d  t o  b e  m o r e  d u r a b l e  i f  

t h e  g e l a t i n  w a s  n o t  j u s t  s i m p l y  d i s s o l v e d  i n  w a r m  w a t e r ,  

b u t  a l s o  s u b s e q u e n t l y  m a i n t a i n e d  a t  5 0 - 6 0 ° C  f o r  a t  l e a s t  

30 m i n .

T h e  g e l a t i n  s o l u t i o n  w a s  t h e n  c o o l e d  to  2 5 °C  b e f o r e  a d d i t i o n  

o f  t h e  e n z y m e .  T h e  t h e r m i s t o r  w a s  d i p p e d  t w o  o r  t h r e e  

t i m e s  i n t o  t h i s  s o l u t i o n ,  w h i c h  w a s  t h e n  a l l o w e d  t o  s e t .  

A g a i n ,  u s i n g  g e l a t i n - s e t  u r e a s e  o r  c a t a l a s e ,  l i t t l e  o r  

no  t h e r m a l  r e s p o n s e  w a s  r e g i s t e r e d  u s i n g  a  s u b s t r a t e  

c o n c e n t r a t i o n  of  5 0 m M ,  a l t h o u g h  b u b b l e s  o f  o x y g e n  w e r e  

a g a i n  a p p a r e n t  i n  t h e  c a t a l a s e / H ^ O ^  s y s t e m ,  i n d i c a t i n g  

s o m e  e n z y m e  a c t i v i t y .  U s i n g  t h e  e n z y m e  t r y p s i n ,  i t  

w a s  f o u n d  to  b e  i m p o s s i b l e  to  s e t  t h e  g e l a t i n / e n z y m e  

s o l u t i o n ,  p r e s u m a b l y  due  to  t h e  f a c t  t h a t  t r y p s i n  h y d r o l y s e s  

p r o t e i n s  a t  t h e  c a r b o x y l i c  e n d s  o f  l y s i n e  a n d  a r g i n i n e .  

B e c a u s e  g e l a t i n  i s  i t s e l f  a  p r o t e i n ,  t h i s  h y d r o l y s i s  a f f e c t s
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i t s  s t r u c t u r e ,  a n d  p r e s u m a b l y  a l s o  i t s  s e t t i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  

D i s c u s s i o n  a n d  c o n c l u s i o n s

T h e  i n a b i l i t y  to  o b t a i n  m e a n i n g f u l  r e s u l t s  u s i n g  a n y  m e t h o d  of  

i m m o b i l i z a t i o n  of  t h e  e n z y m e  i s  p r o b a b l y  d u e  t o  a  c o m b i n a t i o n  of  

t h e  i n a b i l i t y  to  i m m o b i l i z e  m o r e  t h a n  a  v e r y  s m a l l  a m o u n t  of  

e n z y m e  to  t h e  t h e r m i s t o r  t i p ,  r e l a t i v e  to  t h a t  w h i c h  .can b e  

i m m o b i l i z e d  t o  t h e  v e r y  h i g h  s u r f a c e  a r e a  c o n t r o l l e d  p o r o s i t y  

g l a s s ,  a n d  t o  t h e  e f f e c t s  of  t h e  d i f f u s i o n  of a  l a r g e  p r o p o r t i o n  of  

t h e  h e a t  g e n e r a t e d  a w a y  f r o m  t h e  t h e r m i s t o r  t i p ,  t o w a r d s  t h e  

b u l k  s o l u t i o n .  T h e  " f o r c e d  c o n v e c t i o n "  of  a n o t h e r  l a r g e  

p r o p o r t i o n  of  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  h e a t  g e n e r a t e d  a w a y  f r o m  t h e  

t h e r m i s t o r  t i p ,  i n  t h e  s a m e  d i r e c t i o n  a s  t h e  f l o w i n g  s t r e a m  i s  

a n o t h e r  l i k e l y  f a c t o r .

I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t ,  a t  l e a s t  i n  t h e  c a s e  o f  i m m o b i l i z a t i o n  of 

c a t a l a s e  b y  m e t h o d s  1, 5 o r  6, t h e r e  i s  s o m e  r e t e n t i o n  of  e n z y m e  

a c t i v i t y ,  a s  s h o w n  b y  t h e  a p p e a r a n c e  of  o x y g e n  b u b b l e s  o n  t h e  

t h e r m i s t o r  t i p  w h e n  h y d r o g e n  p e r o x i d e  w a s  p a s s e d  o v e r  t h e  

t h e r m i s t o r .

D e c r e a s i n g  t h e  f l o w  r a t e  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  i n c r e a s e  d r a m a t i c a l l y  

t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  m e t h o d ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  f o r c e d  c o n v e c t i o n  

o f  t h e  f l o w i n g  l i q u i d  s t r e a m  i s  n o t  p e r  s e  t h e  m a j o r  c a u s e  of  

i n s e n s i t i v i t y ;  h o w e v e r ,  t h e r e  a p p e a r s  to  b e  s o m e  e v i d e n c e  t h a t  

u s e  o f  a  " s t o p p e d - f l o w "  m e t h o d ,  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  " b l a n k "  

c o r r e c t i o n  ( s e e  e a r l i e r  r e p o r t  o n  e n z y m e  e l e c t r o d e s ) ,  m a y  

p r o d u c e  a  s l i g h t l y  m o r e  s e n s i t i v e  m e t h o d ,  i n d i c a t i n g  t h a t  

l o s s  o f  h e a t  b y  a  f o r c e d - c o n v e c t i o n  m e t h o d  m a y  b e  a  c o n t r i b u t o r y  

f a c t o r .  T r a n - M i n h  a n d  V a l l i n  ( l 6 2 )  r e c o m m e n d  f i t t i n g  t h e
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t h e r m i s t o r  w i t h  a  g l a s s  j a c k e t  to  m i n i m i z e  f o r c e d  c o n v e c t i o n  i n  

b a t c h  a n a l y s e s .  I t  s e e m s  t h a t  t h i s  m i g h t  b e  b e n e f i c i a l l y  

a d a p t e d  to  c o n t i n u o u s - f l o w  a n a l y s i s ,  p r o v i d e d  t h e  f l o w - c e l l  c o u l d  

b e  a d a p t e d  to  a c c o m m o d a t e  t h e  c o n s i d e r a b l y  m o r e  b u l k y  d e s i g n .

A  f u r t h e r  c o n t r i b u t o r y  f a c t o r  t o w a r d s  t h e  p o o r  s e n s i t i v i t y  of  

t h e  m e t h o d  c o u l d  a l s o  b e  t h e  " i n s u l a t i o n "  o f  t h e  t h e r m i s t o r  

b y  t h e  g l u e ,  o r  g e l a t i n  l a y e r ,  a l t h o u g h  no e x p e r i m e n t s  w e r e  

m a d e  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t s  of  a n  i n e r t  l a y e r  o n  t h e  r e s p o n s e  

c h a r a c t e r i s t i c s  of  t h e  t h e r m i s t o r .

T h e  c o m b i n a t i o n  of  t h e  i n a b i l i t y  o f  s i x  d i f f e r e n t  i m m o b i l i z a t i o n  

m e t h o d s  to  g i v e  e v e n  r e a s o n a b l e  s e n s i t i v i t y ,  c o u p l e d  w i t h  

t h e  f a c t  t h a t ,  a s  y e t ,  no a c c o u n t  a p p e a r s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  

u t i l i z i n g  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  a n  e n z y m e - b o u n d  t h e r m i s t o r  w i t h  

a  c o n t i n u o u s - f l o w  c e l l ,  s u g g e s t s  t h a t  t h e  a n s w e r  ( i f  a n y )  to  t h e  

p r o b l e m  m a y  l i e  i n  t h e  d e s i g n ,  a n d  p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  of  

t h e  s y s t e m  ( e .  g .  i n e f f i c i e n t  s e n s i n g  o f  t h e  t o t a l  h e a t  p r o d u c e d ) ,  

r a t h e r  t h a n  i n  t h e  a c t u a l  m e t h o d  o f  a t t a c h m e n t  of  t h e  e n z y m e  

t o  t h e  t h e r m i s t o r .

S e c t i o n  3. 4.

D i s c u s s i o n  of  the ,  m e r i t s  of  t h e r m a l  m e t h o d s  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  

o f  e n z y m e  s u b s t r a t e s  u s i n g  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s

T h e  r e l a t i v e  m e r i t s  of  f r e e  a n d  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  h a v e  

a l r e a d y  b e e n  d i s c u s s e d  i n  d e t a i l  i n  C h a p t e r  1, S e c t i o n  2.  5 . ,  

a n d  i n  t h e  c o n t e x t  o f  t h i s  d i s c u s s i o n  t h e r e f o r e ,  t h e  L K B  1 0 7 0 0 - 1 ,  

a n d  o t h e r  h e a t  s e n s i n g  d e v i c e s  d e s c r i b e d  w i l l  s i m p l y  b e  r e g a r d e d  

a s  d e t e c t i o n  s y s t e m s  to  b e  c o m p a r e d  w i t h  o t h e r  m e t h o d o l o g i e s ,  

a n d  w i t h  o t h e r  g r o u p s  o f  w o r k e r s  u s i n g  s i m i l a r  t e c h n i q u e s .

U n d o u b t e d l y ,  t h e  m o s t  s e n s i t i v e ,  a c c u r a t e  a n d  r e p r o d u c i b l e  

d e t e r m i n a t i o n s  o f  s u b s t r a t e  i n  t h i s  s t u d y  h a s  b e e n  m a d e  u s i n g
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t h e  L K B  1 0 7 0 0 - 1  m i c r o c a l o r i m e t e r  a s s e m b l y ,  a n d ,  a s  h a s  b e e n  

s h o w n  i n  e a c h  s p e c i f i c  c a s e  t h e s e  t h r e e  f a c t o r s  h a v e  a l w a y s  

c o m p a r e d  f a v o u r a b l y  w i t h  o t h e r  g r o u p s  w o r k i n g  a l o n g  s i m i l a r  

l i n e s .

T h e  s e n s i t i v i t y  o b t a i n e d  o n  t h e  L K B  10 70 0 -1  w a s  m o r e  t h a n  

a d e q u a t e  f o r  a c c u r a t e  d e t e r m i n a t i o n  of a l l  s u b s t r a t e s  i n  

c o n c e n t r a t i o n s  c o m m o n l y  e n c o u n t e r e d ;  i n d e e d ,  f o r  m a n y  g l u c o s e  

a n a l y s e s ,  d i l u t i o n  of  t h e  s a m p l e  w o u l d  b e  n e c e s s a r y  i n  o r d e r  to  

b r i n g  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  d o w n  i n t o  t h e  l i n e a r  r a n g e .

D e t e r m i n a t i o n s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e  " h o m e - m a d e "  s e m i - a d i a b a t i c  

m i c r o c a l o r i m e t e r s ,  e m p l o y i n g  t h e r m i s t o r s  a s  h e a t  s e n s o r s ,  

w e r e  d i s a p p o i n t i n g .

T h e  n o v e l t y  o f  t h e  e n z y m e - b o u n d  n y l o n  t u b e s ,  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  

t h e r m i s t o r s ,  i n i t i a l l y  m a d e  s u c h  a  c o m b i n a t i o n  a t t r a c t i v e ,  

p a r t i c u l a r l y  f o r  t h e  a s s a y s  i n  v i s c o u s  f l u i d s ;  h o w e v e r ,  p o o r  

s e n s i t i v i t y  p r e c l u d e d  f u r t h e r  s t u d y .

T h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  g l a s s - i m m o b i l i z e d  e n z y m e  p a c k e d  i n t o  t h e  

v i c i n i t y  of  t h e  t h e r m i s t o r  t i p  d id  no t  r e a c h  t h a t  o b t a i n e d  b y  

M o s b a c h  a n d  h i s  g r o u p ;  h o w e v e r ,  b e c a u s e  o f  t h e  s i m i l a r i t y  o f  

t h i s  t e c h n i q u e  to  o t h e r s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d ,  n o  s e r i o u s  a t t e m p t  

w a s  m a d e  t o  m a k e  t h e  r a t h e r  e l e a b o r a t e  m o d i f i c a t i o n s  r e q u i r e d  

t o  o b t a i n  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y .

A t t e m p t s  t o  d e t e r m i n e  s u b s t r a t e s  u s i n g  a n  e n z y m e - b o u n d  

t h e r m i s t o r  a l s o  l o o k e d  a t t r a c t i v e  i n  v i e w  of  t h e  g e n e r a l  s i m p l i c i t y ,  

a n d  a p p l i c a b i l i t y .  D e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  no m e a n i n g f u l  r e s u l t s  

c o u l d  b e  o b t a i n e d  u s i n g  t h i s  m e t h o d ,  t h i s  c o u l d  no t  h a v e  b e e n  

f o r e t o l d  u n t i l  t h e  t e c h n i q u e  w a s  t r i e d .

T h e  a d v a n t a g e s  of  t h e  m i c r o c a l o r i m e t r i c  t e c h n i q u e  i n  a s s a y  

p r o c e d u r e s  d o e s  no t ,  i n  g e n e r a l ,  l i e - i n  s e n s i t i v i t y .  I n  t h i s
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r e s p e c t ,  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  p r o c e d u r e s  a r e  p r o b a b l y  m o r e  

u s e f u l ,  b u t  t h e y  do h a v e  a  s p e c i a l ,  a n d  in  s o m e  i n s t a n c e s  

l i m i t i n g ,  c o n d i t i o n  t h a t  e i t h e r  t h e  s u b s t r a t e  o r  p r o d u c t  s h o u l d  

c o n t a i n  a  c h r o m o g e n i c  g r o u p .  T h e r m a l  m e t h o d s  h a v e ,  

m o r e o v e r ,  o t h e r  a d v a n t a g e s  a s  w e l l  o v e r  t h e  m o r e  c o m m o n l y  

u s e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  t e c h n i q u e ,  i n  t h a t  t h e r e  i s  no n e e d  

f o r  o p t i c a l  c l a r i t y  o r  f r e e d o m  f r o m  s u s p e n d e d  m a t t e r  e t c . ,  

a n d  t h a t  f e w ,  i f  a n y ,  s p e c i e s  w i l l  c a u s e  i n t e r f e r e n c e .



1 A';

C H A P T E R  4

D e t e r m i n a t i o n  o f  e n z y m e  s u b s t r a t e s  u s i n g  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  

i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  n o n - t h e r m a l  d e t e c t i o n  s y s t e m s .

T h e  l i t e r a t u r e  c i t e s  m a n y  r e f e r e n c e s  u t i l i z i n g  t h e  c o m b i n a t i o n  

o f  a n  e l e c t r o d e ,  a n d  i m m o b i l i z e d  e n z y m e ,  e . g .  a  l i q u i d  e n z y m e  

l a y e r  e l e c t r o d e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  (71) ,  r e q u i r i n g  d i f f u s i o n  of 

t h e  s u b s t r a t e  t h r o u g h  t h e  m e m b r a n e ,  f o l l o w e d  b y  r e a c t i o n  w i t h  

t h e  e n z y m e .  A  m a j o r  p r o b l e m  o f  s u c h  d e s i g n s  w a s  t h e  s lo w  

r e s p o n s e  t i m e  i m p o s e d  b y  t h e  p h y s i c a l  d e s i g n  o f  t h e  d e t e c t o r .  

A n o t h e r  d r a w b a c k  t o  a n  i m m o b i l i z e d  e n z y m e / p H  e l e c t r o d e  i s  

t h e  f a c t  t h a t  m o s t  e n z y m e  r e a c t i o n s  a r e  no t  l i n e a r  o v e r  a  b r o a d  

pH  r a n g e ,  a n d  so  t h e  u s e f u l  r a n g e  of  a p p l i c a t i o n  i s  l i m i t e d .

T h e  o b j e c t  o f  t h e  w o r k  w a s  to  c o n s t r u c t  a  s i m p l e ,  s u b s t r a t e -  

s e n s i t i v e  e l e c t r o d e ,  w h i c h  c o u l d  b e  e a s i l y  p r e p a r e d  f r o m  r e a d i l y  

a v a i l a b l e  m a t e r i a l s ,  a n d  t o  i n v e s t i g a t e  i t s  c h a r a c t e r i s t i c s  w i t h  

r e s p e c t  t o  f a c t o r s  s u c h  a s  pH,  e n z y m e - l o a d i n g ,  c a p a c i t y  of  b u f f e r  

s o l u t i o n ,  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n ,  a d d i t i o n  of  c o f a c t o r s  ( w h e r e  

a p p r o p r i a t e ) ,  m e t h o d  of  a n a l y s i s ,  s t a b i l i t y ,  s p e e d  of  a n a l y s i s ,  

e t c . A l t h o u g h  t h e r e  w a s  no t  t i m e  f o r  a n  e x h a u s t i v e  s u r v e y  o f  

a l l  r e l e v a n t  p a r a m e t e r s ,  f o u r  e l e c t r o d e s  w e r e  c o n s t r u c t e d ,  u s i n g  

t w o  d i f f e r e n t  e n z y m e s ,  t w o  d i f f e r e n t  i m m o b i l i z a t i o n  m e t h o d s ,  a n d  

r e l a t i v e l y  h i g h  a n d  l o w  e n z y m e  l o a d i n g s  o n  t h e  e l e c t r o d e .  A  m o d e l  

h a s  b e e n  p r o p o s e d  t o  a c c o u n t  q u a l i t a t i v e l y  f o r  t h e  s h a p e  o f  t h e  p H /  

c o n c e n t r a t i o n  p l o t  o b t a i n e d .

4. 1 . 1 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  g l u c o s e  a n d  u r e a  u s i n g  g l u c o s e  o x i d a s e /  

c a t a l a s e ,  a n d  u r e a s e  b o u n d  e l e c t r o d e s .

R e a g e n t s

G l u c o s e  o x i d a s e  ( T y p e  VII,  f r o m  A s p e r g i l l u s  n i g e r ) ,  c a t a l a s e  

( f r o m  b o v i n e  l i v e r ) ,  u r e a s e  ( T y p e  VII,  f r o m  j a c k  b e a n s )



g e l a t i n  ( T y p e  III 2 25  b l o o m  f r o m  c a l f  s k i n ) ,  a n d  h u m a n  s e r u m  

a l b u m i n  ( f r a c t i o n  V),  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o .

U.  K .  U r e a  (99"^ % p u r e )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  B.  D.  H ., P o o l e j  U. K 

G l u c o s e  a n d  g l y c i n e  ( p u r i s s  g r a d e s ) ,  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  

K o c h - L i g h t  L a b o r a t o r i e s ,  C o l n b r o o k ,  B u c k s .

I m m o b i l i z a t i o n  m e t h o d s  a n d  p r o c e d u r e s

F o u r  e n z y m e  e l e c t r o d e s  w e r e  c o n s t r u c t e d  ( d e s i g n a t e d  e l e c t r o d e s  

I - IV) ,  b y  i m m o b i l i z a t i o n  o f  t h e  a p p r o p r i a t e  e n z y m e ( s )  to  a 

33 1 1 6 D 200  S t a n d a r d  C o m b i n a t i o n  pH e l e c t r o d e  ( o b t a i n e d  f r o m  

E .  I .  L .  , C h e r t s e y ,  S u r r e y ,  U . K . ) ,  b y  t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  i n  

C h a p t e r  2 . S e c t i o n  2 . 2 .

T h e  p a r t i c u l a r s  o f  e a c h  e l e c t r o d e  a r e  l i s t e d  b e l o w : -  

E l e c t r o d e  I

T h i s  w a s  a  g l u c o s e  s e n s i t i v e  e l e c t r o d e  o b t a i n e d  b y  e n t r a p p i n g  

g l u c o s e  o x i d a s e  ( S i g m a ,  T y p e  VII ,  4 m g ,  800  u n i t s )  i n  t h e  v i c i n i t y  

o f  t h e  e l e c t r o d e  s u r f a c e  u s i n g  t h e  g e l a t i n  e n t r a p p i n g  t e c h n i q u e ,  a s  

d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2 , S e c t i o n  2 . 2 (a) .

E l e c t r o d e  II

T h i s  w a s  a l s o  a  g l u c o s e  s e n s i t i v e  e l e c t r o d e  m a d e  b y  t h e  s a m e  

t e c h n i q u e  a s  e l e c t r o d e  I, e x c e p t  t h a t  c a t a l a s e  (10  m g .  18500 

u n i t s ) ,  a n d  a  g r e a t e r  a c t i v i t y  of  g l u c o s e  o x i d a s e  t h a n  i n  e l e c t r o d e  I 

( 20  m g ,  4 0 0 0  u n i t s )  w e r e  u s e d .

E l e c t r o d e  III

T h i s  w a s  a l s o  a  g l u c o s e  s e n s i t i v e  e l e c t r o d e ,  b u t  i n  t h i s  c a s e  

g l u c o s e  o x i d a s e  (4  m g ,  800  u n i t s  ' a n d  c a t a l a s e  (2 m g ,  37000  u n i t s )  

w e r e  i m m o b i l i z e d  b y  c r o s s - l i n k i r . g  on  to  t h e  e l e c t r o d e  s u r f a c e  

w i t h  g l u t a r a l d e h y d e ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  e x c e s s  of  i n e r t  p r o t e i n
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( h u m a n  s e r u m  a l b u m i n ,  20 m g ) ,  a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2, 

S e c t i o n  2 . 2  (b) .

E l e c t r o d e  IV

T h i s  w a s  a  u r e a  s e n s i t i v e  e l e c t r o d e ,  o b t a i n e d  b y  e n t r a p p i n g  

u r e a s e  ( S i g m a ,  ty p e  VII, 3 . 6  m g .  2 50 u n i t s )  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  

t h e  e l e c t r o d e  s u r f a c e  u s i n g  th e  g e l a t i n - e n t r a p p i n g  m e t h o d  

d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2 , S e c t i o n  2 . 2 .

M e a s u r e m e n t  o f  pH  c h a n g e

T h e  e n z y m e  e l e c t r o d e  w a s  c o n n e c t e d  to  a  p H - m e t e r  ( E I L  7050 

l a b o r a t o r y  p H / m i l l i v o l t m e t e r ) ,  a n d  i n t r o d u c e d  i n to  a  h o m e - m a d e  

f lo w  c e l l  ( f r e e  v o l u m e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  th e  e l e c t r o d e ,  a p p r o x .

2 c m ^ ) ,  c o n s t r u c t e d  a s  s h o w n  in  F i g .  4 . 1 , 1 . 1 . ,  a n d  d e s c r i b e d  

i n  p a r t  c ) .  B u f f e r  w a s  p u m p e d  in to ,  a n d  d r a w n  o u t  o f ,  t h e  f lo w  

c e l l  b y  a  t w o - c h a n n e l ,  M a s t e r f l e x  o e r s t a l t i c  p u m p ,  o p e r a t i n g  

a t  a  n o m i n a l  f lo w  r a t e  o f  a b o u t  4 .  2 c m ^  m i n   ̂ ; no  a t t e m p t  w a s  

m a d e  to  o p t i m i z e  t h e  f lo w  r a t e .

T h e  a c t i v e  e l e c t r o d e  w a s  s t a b i l i z e d  i n  t h e  a p p r o p r i a t e  f lo w in g  

b u f f e r  s o l u t i o n  ( f o r  a p p r o p r i a t e  b u f f e r ,  s e e  r e s u l t s  s e c t i o n ) .

O n e  o f  tw o  m e t h o d s  w a s  t h e n  u s e d  t o  m e a s u r e  t h e  c l i a n g e  i n  pH  

w h e n  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  r e a c t e d  w i th  t h e  s u b s t r a t e  in  t h e  

v i c i n i t y  o f  t h e  e n z y m e  e l e c t r o d e .

E i t h e r ,  a s  w i t h  t h e  h i g h  e n z y m e  l o a d i n g ,  s u b s t r a t e  s o l u t i o n  w a s  

i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  f lo w  s t e a m  f o r  a  k n o w n  t i m e .  T h e  c h a n g e  i n  

p H  w h i l s t  t h e  s u b s t r a t e  s o l u t i o n  f lo w e d  o v e r  t h e  e l e c t r o d e  w a s  

t h e n  r e c o r d e d ,  a s  a  f u n c t i o n  o f  t i m e ,  b y  m e a n s  o f  a  c h a r t  

r e c o r d e r  c o n n e c t e d  t o  t h e  o u tp u t  o f  th e  pH  m e t e r .

A l t e r n a t i v e l y ,  a s  i n  t h e  c a s e  o f  lo w  e n z y m e  l o a d i n g s ,  w h e r e  t h e  

r e a c t i o n  r a t e  w a s  m u c h  s l o w e r  ( a n d  h e n c e  o n l y  s m a l l  p H  c h a n g e s
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w o u l d  b e  p r o d u c e d  w h i l s t  t h e  s u b s t r a t e  s o l u t i o n  f l o w e d  o v e r  t h e  

e n z y m e  e l e c t r o d e ) ,  i t  w a s  f o u n d  to  b e  a d v a n t a g e o u s  t o  w a i t  u n t i l  

a  s t e a d y - s t a t e  h a d  b e e n  r e a c h e d ,  a n d  t h e n  t o  s t o p  t h e  f low  

c o m p l e t e l y ,  l e a v i n g  t h e  e n z y m e  e l e c t r o d e  i n  c o n t a c t  w i t h  o n l y  a  

s m a l l  v o l u m e  of  s u b s t r a t e  s o l u t i o n .  A g a i n ,  t h e  c h a n g e  i n  pH 

a s  a  f u n c t i o n  of  t i m e  c o u l d  b e  m o n i t o r e d .  T h i s  m e t h o d  w a s  fo u n d  

t o  p r o d u c e  a  m u c h  l a r g e r  p H  c h a n g e  t h a n  w o u l d  b e  o b t a i n e d  b y  

u s i n g  a  c o n t i n u o u s  f l o w  m e t h o d ,  a s  t h e  h y d r o g e n  i o n s  p r o d u c e d  

( a s  w i t h  g l u c o s e / g l u c o s e  o x i d a s e )  o r  r e m o v e d  ( a s  w i t h  u r e a /  

u r e a s e )  w o u l d  r e m a i n  i n  t h e  v i c i n i t y  of t h e  e l e c t r o d e ,  a n d  n o t  b e  

m o s t l y  s w e p t  a w a y  b y  t h e  i n c o m i n g  s o l u t i o n .  T h i s  m e t h o d  

p o s s e s s e d  a n o t h e r  a d v a n t a g e  i n  t h a t  t h e  " w a s h "  t i m e ,  b e t w e e n  

r u n s ,  a p p e a r e d  to  b e  l e s s  t h a n  f o r  t h e  c o n t i n u o u s - f l o w  m e t h o d  

( u s i n g  t h e  s a m e  s u b s t r a t e / b u f f e r  c o n c e n t r a t i o n ) ,  p a r t i c u l a r l y  

w h e n  t h e r e  w a s  l i t t l e  o r  no  v a r i a t i o n  i n  t h e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  

b e t w e e n  c o n s e c u t i v e  a n a l y s e s .

T h e  f o l l o w i n g  o b s e r v a t i o n s  w e r e  m a d e : -

a .  a n a l y s i s  t i m e  d e c r e a s e d  w i t h  d e c r e a s i n g  t i m e  of  p u l s e  d u r a t i o n  

( c o n t i n u o u s  f l o w  m e t h o d )  o r  i n c u b a t i o n  ( s t o p p e d - f l o w  m e t h o d ) .

b .  a n a l y s i s  t i m e  d e c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  b u f f e r  c a p a c i t y .

c .  a n a l y s i s  t i m e  i n c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n .

d .  a n a l y s i s  t i m e  w a s  g e n e r a l l y  l e s s  u s i n g  s t o p p e d - f l o w  m e t h o d s ,  

t h a n  c o n t i n u o u s  f l o w  m e t h o d s  ( a ,  b  a n d  c b e i n g  c o n s t a n t ) .

e .  p r e s u m a b l y ,  a n a l y s i s  t i m e  w o u l d  v a r y  i n v e r s e l y  w i t h  t h e  

" d e a d - v o l u m e "  of  t h e  f lo w  c e l l .  H o w e v e r ,  a s  o n l y  on e  

f l o w - c e l l  w a s  u s e d ,  t h i s  w a s  no t  d e m o n s t r a t e d  e x p e r i m e n t a l l y .

T h e  r a n g e  o f  a n a l y s i s  t i m e s  v a r i e d  f r o m  a b o u t  30 h   ̂ ( o n e  m i n  

i n c u b a t i o n ,  s t o p p e d - f l o w ,  100 m M  b u f f e r ,  1 m M  u r e a )  to  a b o u t  

3 h " ^  (3 m i n  c o n t i n u o u s  f low ,  2 m M  b u f f e r ,  100 m M  g l u c o s e ) .



C o n s tr u c t io n  of f l o w - c e l l

T h e  e x t e r n a l  d i a m e t e r  o f  t h e  g l a s s  e l e c t r o d e  a p p e a r e d  t o  b e  

a b o u t  11 X 10 m .

I n  o r d e r  t o  m i n i m i z e  t h e  " d e a d - v o l u m e "  o f  t h e  c e l l ,  i t  w a s  

c o n s t r u c t e d  o u t  of  12 x  10 ^ m  i n t e r n a l  d i a m e t e r  s i l i c o n e  

( 20  x  10 m  e x t  d i a m )  t u b i n g ,  w i t h  o n e  e n d  g i v e n  a  w a t e r - t i g h t  

s e a l  b y  i n s e r t i o n  o f  a  r u b b e r  b u n g  o f  a p p r o p r i a t e  s i z e .  T h e  

i n l e t  w a s  a s  l ow  a s  p o s s i b l e  i n  t h e  t u b e ,  a n d  t h e  o u t l e t  a t  s u c h  

a  h e i g h t  t h a t  t h e  s o l u t i o n  i n  t h e  f l o w - c e l l  j u s t  c o v e r e d  t h e  a c t i v e  

a r e a  o f  t h e  e l e c t r o d e  ( e x p e r i m e n t a l l y  14 x  10 ^ m ) .  I n l e t  a n d  

o u t l e t  t u b i n g  w e r e  c o n n e c t e d  to  t h e  f l o w - c e l l  b y  m e a n s  o f  t e f l o n  

n i p p l e s  i n s e r t e d  t h r o u g h  h o l e s  b o r e d  i n t o  t h e  c e l l  i n  t h e  

a p p r o p r i a t e  p l a c e s ;

e le c tro d e

o u tle t

solution

Hicone 
tubing

^ i n l e t
water-tight 

seal
F i g .  ^ . 1 . 1 . 1
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U s i n g  a  h i g h  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  w i l l  t e n d  to :

a .  d e c r e a s e  t h e  a b s o l u t e  s e n s i t i v i t y

b .  d e c r e a s e  b a s e l i n e  n o i s e

c . d e c r e a s e  " b l a n k "  f o r  s t o p p e d - f l o w  m e t h o d

d.  g i v e  a n  a p p r o x i m a t e l y  l i n e a r  p l o t  of  c o n c e n t r a t i o n  v s .  ApH, 

p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  c a s e  of  u r e a

e .  q u e n c h  a n y  s m a l l  pH  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  b u f f e r  p l u s  s a m p l e  

s o l u t i o n

f. g i v e  q u i c k e r  a n a l y s i s  t i m e  ( a s  pH  c h a n g e  i n  c e l l  w i l l  b e  

" q u e n c h e d "  r a t h e r  t h a n  j u s t  " w a s h e d  o u t " )

g .  e n z y m e  a c t i v i t y  w i l l  r e m a i n  m o r e  c o n s t a n t ,  d u e  t o  t h e  

s m a l l e r  pH  c h a n g e .

O f t e n ,  p a r t i c u l a r l y  f o r  u r e a ,  b,  c ,  d, e,  f  a n d  g w i l l  o u t w e i g h  a ,  

a l t h o u g h  f o r  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  o f  g l u c o s e ,  w h i c h  a p p e a r  to  h a v e  

n o  e f f e c t  o n  t h e  pH of  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n ,  t h e r e  m a y  b e  l i t t l e  

d i f f e r e n c e .  U s i n g  t h e  c o n t i n u o u s  f lo w  m e t h o d  o f  a n a l y s i s  f o r  

l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e ,  i t  m a y  e v e n  p r o v e  a d v a n t a g e o u s  

t o  u s e  a  l o w  b u f f e r  c a p a c i t y  a l t h o u g h ,  i n  t h i s  c a s e ,  a n a l y s i s  

t i m e  i s  a l s o  r a t h e r  l o n g ,  a n d  e x t r a p o l a t i o n  o f  t h e  b a s e l i n e  w a s  

o f t e n  n e c e s s a r y .  T h i s  w a s  s o  a s ,  to  a v o i d  u n d u l y  l o n g  a n a l y s i s  

t i m e s ,  t h e  n e x t  r u n  w a s  o f t e n  c a r r i e d  out  b e f o r e  t h e  o r i g i n a l  p e a k  

h a d  r e t u r n e d  t o  t h e  b a s e l i n e .

S t a b i l i t y  o f  e l e c t r o d e s

T h e  u r e a  e l e c t r o d e  (IV) a p p e a r e d  to  r e t a i n  90% o f  i t s  a c t i v i t y  

o v e r  a  p e r i o d  o f  t w o  w e e k s ,  w h e n  r e a d i n g s  g i v e n  b y  l O m M  u r e a  

w e r e  c o m p a r e d ,  u n d e r  i d e n t i c a l  c o n d i t i o n s .

F o r  1 m M  u r e a ,  t h i s  s t a b i l i t y  a p p e a r e d  q u a n t i t a t i v e .  L o n g e r - t e r m  

s t a b i l i t y  s t u d i e s  w e r e  i m p r a c t i c a b l e ,  due  t o  t h e  l i m i t e d  p e r i o d  of  

t i m e  a v a i l a b l e  f o r  t h e  s t u d y .
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R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n

I t  h a s  a l r e a d y  b e e n  m e n t i o n e d  t h a t ,  u s i n g  lo w  e n z y m e  l o a d i n g s ,  

a  s t o p p e d - f l o w  m e t h o d  of  a n a l y s i s  r e s u l t e d  i n  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y ,  

a n d  h e n c e  t h i s  w a s  t h e  o n l y  m e t h o d  u s e d  f o r  e l e c t r o d e s  I, I II  a n d  

IV .

U s i n g  a n  e l e c t r o d e  w i t h  h i g h  e n z y m e  l o a d i n g  ( i .  e .  II),  t h e  s t o p p e d  

f l o w  m e t h o d  p r o v e d  i m p r a c t i c a b l e ,  d u e  to  t h e  l o n g  t i m e  t a k e n  to  

r e a c h  a  s t e a d y -  s t a t e ,  t h e  l o n g e r  a n a l y s i s  t i m e  n e e d e d ,  a n d  a l s o  

t o  t h e  f a c t  t h a t ,  a t  h i g h  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  ( i . e .  c o n c .  

g l u c o s e ^  c o n c .  0^ d i s s o l v e d  i n  t h e  b u f f e r ) ,  m o s t  of  t h e  o x y g e n  

w o u l d  h a v e  b e e n  a l r e a d y  r e m o v e d  f r o m  t h e  b u l k  s o l u t i o n  i n  

r e a c h i n g  a  s t e a d y - s t a t e . T h u s ,  u s i n g  2 0 m M  g l u c o s e ,  t h e  c h a n g e  

i n  pH u p o n  r e a c h i n g  a  s t e a d y - s t a t e  i n  t h e  f l o w - t h r o u g h  m o d e  w a s  

m o r e  t h a n  t h e  c h a n g e  i n  pH u s i n g  t h e  s u b s e q u e n t  s t o p p e d - f l o w  

m e t h o d .

A d d i t i o n a l l y ,  f o r  t h e  u r e a  e l e c t r o d e ,  w h e r e  t h e  a d d i t i o n  of  u r e a  

t o  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n  c o u l d  b e  s h o w n  t o  a l t e r  t h e  p H  p e r  s e  , t h e  

s t o p p e d - f l o v /  m e t h o d  w o u l d  h a v e  t o  b e  u s e d ,  r e g a r d l e s s  of  t h e  

e n z y m e  l o a d i n g  on  t h e  e l e c t r o d e .  T h i s  w o u l d  e q u a l l y  w e l l  a p p l y  

t o  a n y  s a m p l e  w h o s e  c o n s t i t u e n t s  w e r e  u n k n o w n  a n d ,  h e n c e ,  

c o u l d  no t  b e  r e l i e d  u p o n  no t  to  a f f e c t  t h e  pH o f  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n .  

T h r o u g h o u t  t h e s e  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s ,  t h e  e f f e c t  o f  b u f f e r  

c o n c e n t r a t i o n  w a s  c r i t i c a l .

A l t h o u g h ,  l o o k i n g  a t  F i g .  4 .  1. 1. 2 i t  i s  r e a d i l y  a p p a r e n t  t h a t  t h e  

a b s o l u t e  c h a n g e  i n  pH d e c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s i n g  b u f f e r  c o n c e n 

t r a t i o n s  ( f o r  a  g i v e n  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n ) ;  t h i s  d o e s  not  

n e c e s s a r i l y  m e a n  t h a t  i t  i s  a d v a n t a g e o u s  t o  u s e  a  l o w  b u f f e r  

c a p a c i t y  s o l u t i o n ,  a s  o f t e n  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  (71) .
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G l u c o s e  e l e c t r o d e  (I) s h o w e d  p o o r e r  s t a b i l i t y ,  d e c r e a s i n g  b y  

a b o u t  10% p e r  d a y  w h e n  u s e d  c o n t i n u o u s l y  f o r  a n a l y s i s .  On d a y s  

w h e n  i t  w a s  not  u s e d  f o r  a n a l y s i s  ( e .  g.  a t  w e e k e n d s ) ,  t h e  

s t a b i l i t y  a p p e a r e d  to  b e  c o n s t a n t .  T h i s  r a p i d  d e - a c t i v a t i o n  w a s  

a s c r i b e d  t o  d e - a c t i v a t i o n  o f  t h e  g l u c o s e  o x i d a s e  b y  (a

b y - p r o d u c t  of  t h e  r e a c t i o n ) .  T h e r e f o r e ,  f o r  s u b s e q u e n t  

e l e c t r o d e s  (II) a n d  (III) ,  c a t a l a s e  w a s  c o - i m m o b i l i z e d  w i t h  

g l u c o s e  o x i d a s e ,  t o  d e c o m p o s e  t h e  h y d r o g e n  p e r o x i d e  so  f o r m e d .  

T h e s e  e l e c t r o d e s  s h o w e d  q u a n t i t a t i v e  s t a b i l i t y  o v e r  t w o  d a y s ,  

b u t  t i m e  p r e c l u d e d  f u r t h e r  s t u d i e s .

F o r  t h e  g l u c o s e  e l e c t r o d e  (II),  t h e  a d d i t i o n  o f  t o  t h e  s u b s t r a t e

s o l u t i o n  g r e a t l y  i n c r e a s e d  t h e  l i n e a r  r a n g e  o f  t h e  p l o t  ( F i g .  4 .  1 . 1 . 7 . )

d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  o x y g e n  s u p p l y  i n  t h e  r e a c t i o n  s o l u t i o n

w o u l d  b e  c o n t i n u a l l y  r e p l e n i s h e d  b y  d e c o m p o s i t i o n  o f  to

w a t e r  a n d  o x y g e n  b y  t h e  i m m o b i l i z e d  c a t a l a s e ,  a s  s h o w n  in

F i g .  4 .  1. 1. 7. H o w e v e r ,  a d d i t i o n  o f  100 x  10 ^ M  H  O to  t h e
2 2

b u l k  b u f f e r  s o l u t i o n  c o m p l e t e l y  d e s t r o y e d  e n z y m e  a c t i v i t y  d u r i n g  

t h e  c o u r s e  of  o n e  a f t e r n o o n ,  p r e s u m a b l y  b e c a u s e  t h e  c a t a l a s e  

c o u l d  n o t  d e c o m p o s e  a l l  t h e  p e r o x i d e .

I t  a p p e a r e d  t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  l i n e a r  r a n g e  o f  t h e  g l u c o s e  

e l e c t r o d e s  b y  a d d i t i o n  o f  e x c e s s  h y d r o g e n  p e r o x i d e  c o u l d  n o t  b e  

c a r r i e d  t o o  f a r  ( e . g .  f o r  r o u t i n e  a n a l y s i s  of  c a .  100 m M  g l u c o s e ) ,  

o r  p o o r  s t a b i l i t y  o f  t h e  e n z y m e  e l e c t r o d e  w o u l d  o c c u r .

T h e  h u m a n  s e r u m  a l b u m i n  (HSA) c r o s s - l i n k e d  g l u c o s e  e l e c t r o d e  

(III) s h o w e d  a p p r e c i a b l y  p o o r e r  s e n s i t i v i t y  t h a n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  

g e l a t i n - i m m o b i l i z e d  g l u c o s e  e l e c t r o d e  (I),  p r e s u m a b l y  d u e  t o  t h e  

f a c t  t h a t  a  l a r g e  p r o p o r t i o n  of  t h e  e n z y m e  h a d  b e e n  i n a c t i v a t e d  b y
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t h e  c r o s s - l i n k i n g  p r o c e s s  ( F i g .  d.. 1 . 1 . 4 . ) .

S h a p e s  of  p l o t s  s h o w n  i n  F i g s .  4. 1. 1 . 2  to  4 .  1. 1 . 9 .

P l o t s  o f  ApH v s .  c o n c e n t r a t i o n  o f  g l u c o s e  u s i n g  e l e c t r o d e s  (II I)
-  3a n d  ( IF )  t y p i c a l l y  r e a c h e d  a  p l a t e a u  a r o u n d  2 . 5 - 5  m m o l  d m ’ , 

d u e  to  o x y g e n  d e p l e t i o n  i n  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n  ( F i g s .  4 .  1. 1 . 4  t o

4 .  1.  1. 5),  u n l e s s  a n  e x c e s s  of  h y d r o g e n  p e r o x i d e  w e r e  e m p l o y e d  

( F i g .  4.  1. 1. 7).

I n  t h e  p r e s e n c e  of  e x c e s s  o x y g e n ,  f o r m e d  i n  s i t u  b y  t h e  d e c o m p 

o s i t i o n  o f  a d d e d  h y d r o g e n  p e r o x i d e  b y  t h e  i m m o b i l i z e d  c a t a l a s e ,  

p l o t s  of  g l u c o s e  ] v s .  -ApH w e r e  l i n e a r  o v e r  a n  e x t e n d e d

r a n g e  (5 x 10 g l u c o s e  to  80 x  10 g l u c o s e ) ,  a s  w o u l d  b e  

p r e d i c t e d  f r o m  t h e  N e r n s t  e q u a t i o n  ( F i g .  4.  1. 1 . 9 ) .  T h e  s l i g h t  

n o n - l i n e a r i t y  o f  t h e  p l o t  o b t a i n e d  u s i n g  80 x  10 

( F i g .  4 .  1. 1. 9),  w a s  p r o b a b l y  d u e  to  d e a c t i v a t i o n  o f  s o m e  o f  t h e  

e n z y m e  b y  t h e  e x c e s s  o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  a n d  a  s u b s e q u e n t  

p l o t  u s i n g  o n l y  20 x  10 p r o d u c e d  a  g o o d  s t r a i g h t - l i n e

f i t .

H o w e v e r ,  p r o l o n g e d  u s e  o f  e v e n  2 0 x 1 0  ^ H ^ O ^  i n  t h e  b u f f e r  

r e s u l t e d  i n  a  s l o w  d e a c t i v a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  a s  s h o w n  b y  a  

d e c r e a s e  i n  t h e  g r a d i e n t  o f  t h e  c a l i b r a t i o n  p l o t ,  a n d  i t  w a s  

c o n c l u d e d  t h a t  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n s  o v e r  e x t e n d e d  c o n c e n t r a t i o n  

r a n g e s  b y  t h i s  t e c h n i q u e  w o u l d  p r e s e n t  d i f f i c u l t i e s .

T h e  e n z y m e  s y s t e m  m o s t  c o n v e n i e n t  t o  s t u d y  o v e r  a  l a r g e  r a n g e  

o f  c o n c e n t r a t i o n s  w a s  t h e  u r e a / u r e a s e  s y s t e m ,  w h e r e  n o  

s e c o n d a r y  s u b s t r a t e s  a r e  n e e d e d .  T h e o r e t i c a l l y ,  t h e  r e s p o n s e  

t o  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  of  u r e a  s h o u l d  b e  p r o p o r t i o n a l  t o  

l o g  ( c o n c e n t r a t i o n ) .  S i n c e  o n e  m o l e  o f  u r e a  r e m o v e s  t w o  m o l e s  

o f  h y d r o g e n  i o n s  f r o m  s o l u t i o n ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  s t o i c h i o m e t r y  o f  

t h e  e n z y m i c  r e a c t i o n ,  a n d  pH i s  a  l o g a r i t h m i c  f u n c t i o n  o f  h y d r o g e n
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EIG^ . m ,  Plot of-ApH v s .g lucose
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FIG. 41.1.5 Plot of-ApH v s . 
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5mM 
+= 2mM

0-20i
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000
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FIG. 41.1.6. Plot of-AoH vs. time
of incubation of glucose soln
(stopped-flow method)jn1mM  NoH^PQ,, 

using electrode I

glucose
c o n c _

îOOmM

0 3 -

050nnM
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FIG. 411.7 Effect of add ition  of
Ü 2 O2  on glucose  oxidation(-ApHi 
in 5mM p h o sp h a te  buffer, initial

□ H9 O9
X ''
0 i j

:80mM 
20  "

0 "
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i o n  c o n c e n t r a t i o n ,  a c c o r d i n g  to t h e  N e r n s t  e q u a t i o n ,  t h e  

s e n s i t i v i t y  of  t h e  e l e c t r o d e  s h o u l d  d e c l i n e  w i t h  i n c r e a s i n g  

c o n c e n t r a t i o n s  of  u r e a ,  a n d  a l t h o u g h  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  

of  s u b s t r a t e  ( w . r . t .  b u f f e r ) ,  t h i s  w a s  o b s e r v e d ,  w h e r e  t h e  

s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  w a s  n a u c h  l e s s  t h a n  t h e  b u f f e r  c o n c e n 

t r a t i o n ,  t h e  p lo t  a p p e a r e d  to  b e  " s u p e r - N e r n s t i a n "  - i .  e.  t h e r e  

m u s t  b e  s o m e t h i n g  w h i c h  m a k e s  t h e  e l e c t r o d e  m o r e  s e n s i t i v e  

t o  d e c r e a s i n g  h y d r o g e n  i o n  c o n c e n t r a t i o n  w h e n  t h e  u r e a  

c o n c e n t r a t i o n  i n c r e a s e s . ( F i g  1 . 1 . 2 . ) .

O ne  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  t h i s  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  i s  a  c o n s e q u e n c e

of  t h e  d e c r e a s e  i n  b u f f e r  c a p a c i t y  w h i c h  i s  f o u n d  i n  t h e  p h o s p h a t e

b u f f e r  s y s t e m  a s  t h e  s y s t e m  m o v e s  a w a y  f r o m  t h e  p K a  v a l u e  ( 6 . 8 )
2 - +

of t h e  H P O ^ H P O  + H c o u p l e ,  w h i c h  w i l l  c o u n t e r a c t  t h e  
I. A  A.

N e r n s t i a n  b e h a v i o u r .

T h a t  t h i s  i s  a  r e a s o n a b l e  e x p l a n a t i o n  i s  s h o w n  i n  F i g .  4. 1 . 1 . 8 ,  

w h e r e  t h e  c h a n g e  in  pH g i v e n  b y  a  f i x e d  c o n c e n t r a t i o n  of  u r e a  i s  

p l o t t e d  a s  a  f u n c t i o n  of  t h e  pH of t h e  b u f f e r  s o l u t i o n .  F r e e  u r e a s e  

h a s  a  m a x i m u m  a c t i v i t y  a t  pH 6. 7 5 - 7 .  0, a s i m i l a r  v a l u e  to  t h e  

m a x i m u m  b u f f e r  c a p a c i t y  o f  t h e  p h o s p h a t e  b u f f e r  s y s t e m .  H o w e v e r ,  

t h e  a p p a r e n t  a c t i v i t y  of t h e  i m m o b i l i z e d  u r e a s e  a p p e a r s  t o  b e  a t  

a m i n i m u m  a t  a r o u n d  pH 6.  7, d o u b t l e s s  d u e  to  t h e  f a c t  t h a t ,  a t  

t h i s  pH ,  t h e  b u f f e r  c a p a c i t y  i s  a  m a x i m u m ,  h e n c e  g i v i n g  th e  

l e a s t  c h a n g e  in  pH f o r  a  g i v e n  a m o u n t  of u r e a  h y d r o l y s e d ,  d e s p i t e  

t h e  f a c t  t h a t  t h e  i n t r i n s i c  a c t i v i t y  of u r e a s e  i s  n e a r  m a x i m u m .

H e n c e ,  a s  t h e  s y s t e m  m o v e s  a w a y  f r o m  pH 6. 7 ( to  e i t h e r  s i d e ) ,  

t h e  s e n s i t i v i t y  of  t h e  e l e c t r o d e  w i l l  i n c r e a s e ,  d u e  t o  t h e  d e c r e a s e  

i n  t h e  c a p a c i t y  of t h e  b u f f e r .  In  s u m m a r y ,  i t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  

t h e  e n z y m a t i c  r e a c t i o n  w i t h i n  t h e  v i c i n i t y  of  t h e  e l e c t r o d e  ( a n  

u n s t i r r e d  a n d  " s t a g n a n t ’’ a r e a )  r e s u l t s  i n  a l o c a l  i n c r e a s e  i n  pH
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^=+20m M HjO;, 
®=+80nM

100 -

0 7 5 -

■ 0 5 0 -

0 0 0 -

LOG,JGLUGOSE]



w h i c h  d e c r e a s e s  t h e  b u f f e r  c a p a c i t y ,  a n d  h e n c e  i n c r e a s e s  t h e  

s e n s i t i v i t y  of  t h e  e l e c t r o d e  to  d e c r e a s i n g  h y d r o g e n  i o n  

c o n c e n t r a t i o n s .  T h i s  m o r e  t h a n  c o u n t e r b a l a n c e s  t h e  d e c r e a s i n g  

s e n s i t i v i t y  p r e d i c t e d  by  t h e  N e r n s t  e q u a t i o n ,  g i v i n g  r i s e  to  t h i s  

" s u p e r - N e r n s t i a n "  r e s p o n s e .  S i m i l a r  p l o t s  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  

b y  E n f o r s  a n d  N i l s  s o n  (103) ,  in  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  p e n i c i l l i n s  

i n  p h o s p a t e  b u f f e r s .

T h a t  t h e r e  a p p e a r s  a l s o  to  b e  a  " b l a n k "  r e a c t i o n  w h e n  u s i n g  t h e  

s t o p p e d - f l o w  m e t h o d ,  e v e n  in  t h e  a b s e n c e  of  a n y  s u b s t r a t e ,  i s  

p r o b a b l y  e x p l a i n e d  b y  t h e  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  of  t h e  i m m o b i l i z e d  

n r o t e i n  ( e n z y m e  + g e l a t i n  o r  HSAj ,  s l i g h t l y  a l t e r i n g  t h e  pH of 

t h e  s o l u t i o n ,  i n  t h e  m i c r o e n v i r o n m e n t  of t h e  e l e c t r o d e .

4 . 2 .  1. D e t e r m i n a t i o n  of  g l u c o s e  u s i n g  n y l o n - t u b e  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e s  in  ç o n j u n c t i o n  \v i :h an  A u t o a n a l y z c r  II and  

s p e c t r o p h o t o m e t e r .

T h e  s y s t e m  c h o s e n  f o r  i n v e s t i g a t i o n  w a s  t h e  h e x o k i n a s e  c a t a l y z e d

p h o s p h o r y l a t i o n  of  g l u c o s e  b y  A T P  ( A d e n o s i n e  5 ' - T r i p h o s p h a t e )

f o l l o w e d  b y  th e  o x i d a t i o n  of the  r e s u l t i n g  g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e

b y  N A D P  (P - N i c o t i n a m i d e  A d e n i n e  D i n u c l e o t i d e  P h o s p h a t e )

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( G P D ) ,

w i t h  t h e  r e s u l t i n g  N A D P H  a b s o r b a n c e  b e i n g  m e a s u r e d  a t  340 n m .

T h e  r e a c t i o n  s c h e m e  i s  s h o w n  i n  P i g .  4 . 2 .  1. 1. 
h e x o k i n a s e

g l u c o s e  + A T P  g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  + A D P

^ G P D
g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  + N A D P  ^  6 - p h o s p h o g l u c o n o l a c t o n e

+ N A D P H  ( a b s o r b a n c e  m e a s u r e d  a t  340 nm)

P i g .  4 . 2 . 1 .  I .



i:-3

T h e  a b o v e  s c h e m e  h a s  b e e n  s h o w n  b y  S l e i n  ( 2 0 1 ) ,  to  b e  a  h i g h l y  

s p e c i f i c  a s s a y  f o r  p l a s m a  o r  s e r j i m  D - g l u c o s e ,  ( i n  c o n j u n c t i o n  

w i t h  a  s p e c t r o p h o t o r n e t r i c  d e t e c t i o n  s y s t e m ) ,  a n d  c a n  b e  e a s i l y  

a d a p t e d  t o  d e t e c t  o t h e r  p o l y s a c c h a r i d e s  w h i c h  c a n  b e  e n z y m i c a l l y  

b r o k e n  d o w n  to  D - g l u c o s e .  It  w i l l  b e  d i s c u s s e d  l a t e r  w h y  t h i s  

r e a c t i o n  s c h e m e  w o u l d  no t  be  s p e c i f i c  f o r  D -  g l u c o s e  i f  a t h e r m a l  

d e t e c t i o n  s y s t e m  w e r e  e m p l o y e d .

W i d d o w s o n  an d  P e n t o n  (202)  h a v e  s h o w n  h o w  t h i s  a s s a y  c a n  b e  

a p p l i e d  t o  t h e  a u t o m a t e d  d e t e r m i n a t i o n  of g l u c o s e  i n  t h e  T e c h n i c o n  

A u t o a n a l y z e r  II, a n d  M o r r i s  e t  a l  (32)  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  

f e a s i b i l i t y  of u s i n g  c o - i r n m o b i l i z e d  n y l o n  t u b e  d e r i v a t i v e s  of  

h e x o k i n a s e  a n d  G P D  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  a b o v e  s y s t e m .

R e a g e n t s

H e x o k i n a s e  a n d  g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  w e r e  

o b t a i n e d  a s  t h e  m i x e d  e n z y m e s  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  Co .  U . K .  

A T P  ( d i s o d i u m  s a l t ) ,  a n d  N A D P  ( d i s o d i u m  s a l t )  w e r e  

o b t a i n e d  f r o m  B o e h r i n g e r  k l a n n h e i m  L t d . ,  L e w e s ,  S u s s e x ,  U . K .  

A l l  o t h e r  r e a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  a s  s t a t e d  i n  C h a p t e r  2.

I m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e

H e x o k i n a s e  ( 1 7 5  u n i t s )  a n d  g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  

(90  u n i t s )  w e r e  c o u p l e d  to  a c t i v a t e d  n y l o n  t u b i n g  (2 m ) ,  a s  

d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2, S e c t i o n  2. 1.

E x p e r i m e n t a l  d e t a i l s

A l l  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  out  u s i n g  t h e  f l o w  s y s t e m  

s h o w n  i n  F i g . 4. 2. 1. 2.
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 ®
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S^sam pler 

MC^mixing coil 
ECmimmobilized enzyme 
W =w aste 

DB=ciebubb[er 
S P=spectrophoto- 

metre

F i g .  4 .  2 .  I . 2 .

3 -1
T h r o u g h  l i n e s  1, 2, 3 a n d  4 w e r e  p u m p e d :  s a m p l e  (O. I6 c m  m i n  );

0 .  I M  T H A M  + 8 X 1 0 " ^ M  M g C l ^  + 0. 2 SM N a C l  (pH 7. 6, I .  20 c m ^

m i n   ̂) ; a i r  ( 0 . 3 2  c m ^  m i n   ̂) ; 1 . 0 x 1 0  N A D P  + 1 , 7 x 1 0
3 - 1

A T P  (0 .  32 c m  m i n  ) r e s p e c t i v e l y .  T h e  s a m p l e r  (S) a n d  p u m p  

( P )  w e r e  s t a n d a r d  T e c h n i c o n  e q u i p m e n t ,  a n d  a b s o r b a n c e  w a s  

m e a s u r e d  u s i n g  a  B e c k m a n n  D B G T  s p e c t r o p h o t o m e t e r  f i t t e d  w i t h  

a  f l o w - t h r o u g h  c u v e t t e  of  1 c m  l i g h t  p a t h .

T a b l e  4 . 2 .  1. 3. a n d  F i g .  4 . 2 .  1 . 4 .  s h o w  t a b l e s  of  r e s u l t s  o b t a i n e d ,  

a n d  t h e  p l o t s  of  t h e s e  r e s u l t s ,  r e s p e c t i v e l y ,  w h e n  s t a n d a r d  g l u c o s e  

s o l u t i o n s ,  i n  v a r y i n g  s a m p l e  to  w a s h  r a t i o s ,  w e r e  p a s s e d  t h r o u g h  

t h e  n y l o n  t u b i n g  (2 m )  c o n t i n i n g  t h e  c o - i m m o b i l i z e d  h e x o k i n a s e  

a n d  G P D ,  i n s e r t e d  a t  p o s i t i o n  EC i n  t h e  f low  s y s t e m  s h o w n  i n  

F i g . 4 . 2 .  1 . 2 ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t h i s  m e t h o d  of  a s s a y  c a n  b e  u s e d  

f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  g l u c o s e  i n  t h e  r a n g e  1 - 1 0  m M .
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A s  e x p e c t e d ,  m a x i m u m  s e n s i t i v i t y  ( i . e .  f l a t - t o p p e d  p e a k ) ,  w a s  

o b t a i n e d  w i t h  the  m a x i m u m  s a m p l i n g  t i m e  u s e d  (.3 m i n . ) ,  i n  t h e  

c a s e  of  t h e  1:1 s a m p l e  to  w a s h  r a t i o ,  a t  a  s a m p l i n g  r a t e  of 10 

p e r  h o u r .  L o n g e r  s a m p l i n g  t i m e  s w o u l d  not  b e  e x p e c t e d  to 

i n c r e a s e  t h e  s e n s i t i v i t y  f u r t h e r .  M a x i m u m  s a m p l e  t h r o u g h p u t  

c o n s i s t e n t  w i t h  r e a s o n a b l e  s e n s i t i v i t y  w a s  o b t a i n e d  u s i n g  a  2:1 

s a m p l e  to  w a s h  r a t i o ,  w i t h  20 s a m p l e s  p e r  h o u r .  H o w e v e r ,  

i n  t h i s  c a s e  t h e  s e n s i t i v i t y  w a s  g r e a t l y  r e d u c e d  ( s e e  T a b l e  

4 . 2. 1 . 3 . )  d u e  to  t h e  c o m b i n a t i o n  of s h o r t e r  s a m p l i n g  t i m e  

(2 m i n . ) ,  a n d  a l s o  b e c a u s e  of i n s u f f i c i e n t  w a s h i n g  to  r e t u r n  

t h e  s i g n a l  r e c o r d e r  to  t h e  o r i g i n a l  b a s e l i n e  b e t w e e n  e a c h  p e a k .

I n t e r m e d i a t e  b e t v / e e n  t h e  e x t r e m e s  a p p e a r s  t h e  1:2 s a m p l e  

w a s h  r a t i o  ( 10 s a m p l e s  p e r  h o u r ) ,  w h e r e  t h e  s h o r t e r  s a i n p l i n g  

t i m e  (2 m i n .  ), w a s  s o m e w h a t  c o m p e n s a t e d  b y  t h e  l o n g e r  w a s h  

t i m e ,  a l l o w i n g  t h e  s i g n a l  to r e t u r n  to  t h e  o r i g i n a l  b a s e l i n e  

b e t w e e n  s a m p l e s ,  t h e r e f o r e  m a x i m i z i n g  th e  p e a k  h e i g h t  u n d e r  

t h e  s a m p l i n g  c o n d i t i o n s  of  t h e  e x p e r i m e n t s .

C o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  o b t a i n e d  u s i n g  t h e s e  r e s u l t s  a p p e a r e d  

g e n e r a l l y  p o o r e r  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  u s i n g  t h e r m a l  m e a n s ,  

e v e n  a t  r e l a t i v e l y  low g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s . .

T h i s  w a s  g e n e r a l l y  a s c r i b e d  to  t h e  f a c t  t h a t  t h e  m i x i n g  c o i l  (MC) 

a n d  e n z y m e  c o i l  ( E C )  w e r e  not  t h e r m o s t a t t e d ,  a s  no s u i t a b l e  

a p p a r a t u s  w a s  a v a i l a b l e  f o r  t h i s  ar  th e  t i m e  t h e s e  e x p e r i m e n t s  

w e r e  c a r r i e d  ou t .  H o w e v e r ,  i t  d id  s e r v e  to  u n d e r l i n e  t h e  

a d v a n t a g e s  o f  u s i n g  t h e  p a c k e d  b e d  t y p e  of  r e a c t o r  u s e d  i n  t h e  

L K B  a s s e m b l y  o v e r  t h e  n y l o n  t u b e  r e a c t o r  u s e d  i n  t h i s  t y p e  of 

a s s a y ,  i n  t h a t ,  a s  w e l l  a s  a c h i e v i n g  q u a n t i t a t i v e  e n d - p o i n t s  

( a n d  h e n c e  m a x i m u m  s e n s i t i v i t y ) ,  e n d - p o i n t  t y p e  a s s a y s  a r e  

f r e e  f r o m  i n t e r f e r e n c e s  o f t e n  e x p e r i e n c e d  in  k i n e t i c  ( " n o n - 100% ')  

t y p e  e n z y m e  a s s a y s ,  s u c h  a s  m i n o r  t e m p e r a t u r e  v a r i a t i o n s  w h i c h
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c o u l d  a f f e c t  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y .

The  s t a b i l i t y  of  t h e  n y l o n  t u b e  s u p p o r t e d  e n z y m e s  a t  r o o m  

l e m p e r a t L i r e  w a s  r a t h e r  d i s a p p o i n t i n g ,  w i t h  t h e  h a l f - l i f e  

a p p e a r i n g  to  b e  l e s s  t h a n  t h r e e  d a y s ,  a l t h o u g h  w h e n  s t o r e d  

r e f r i g e r a t e d  a t  + 4 °C  t h e  t u b e s  did ,  a s  e x p e c t e d ,  e x h i b i t  

b e t t e r  s t a b i l i t y .

H o w e v e r ,  p r o v i d e d  f r e q u e n t  c a l i b r a t i o n  w a s  c a r r i e d  out ,  s a y ,  

b y  i n c l u d i n g  a  k n o w n  s t a n d a r d  s o l u t i o n  of  g l u c o s e  p e r i o d i c a l l y  

a s  a  s a m p l e ,  t h e  t u b e s  w e r e  u s e f u l  f o r  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n s  

f o r  a  p e r i o d  o f  t h r e e  o r  f o u r  d a y s .

A s  m e n t i o n e d  e a r l i e r  in  t h i s  s e c t i o n ,  a l t h o u g h  t h e  p a r t i c u l a r  

e n z y m e  s y s t e m  i s  s p e c i f i c  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  D-  g l u c o s e  

w h e n  u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a  s p e c t r o p h o t o r n  e t r i c  d e t e c t i o n  

s y s t e m ,  i t  w o u l d  not  b e  s p e c i f i c  i f  a  t h e r m a l  d e t e c t o r  w e r e  u s e d ,  

a n d  h e n c e  w o u l d  a p p e a r  to  p r e s e n t  one  s p e c i f i c  e x a m p l e  of  a n  

a d v a n t a g e  of  t h e  i n h e r e n t l y  m o r e  s p e c i f i c  s p e c t r o p h o  t o m  e t r i c  

d e t e c t o r  o v e r  t h e  l e s s  s p e c i f i c ,  b u t  m o r e  g e n e r? i l ,  t h e r m a l  

d e t e c t o r s .

T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  l i e s  i n  t h e  r e l a t i v e  l a c k  of s p e c i f i c i t y  of  t h e  

e n z y m e  h e x o k i n a s e ,  w h i c h  c a t a l y s e s  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  of 

D - f r u c t o s e ,  D - m a n n o s e ,  D - g l u c o s a m i n e ( 2 0 4 )  a n d  2 - d e o x y - D -  

g l u c o s e  ( 2 0 5 ), a s  w e l l  a s  D _ g l u c o s e .  T h e  c o m b i n a t i o n  of t h e  

r e l a t i v e l y  s p e c i f i c  s p e c t r o p h o t o m e t r l c  d e t e c t i o n  s y s t e m ,  a n d  t h e  

h i g h l y  s p e c i f i c  e n z y m e  g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  (G PD )  

c a n  c o m p e n s a t e  f o r  t h i s  l a c k  of  s p e c i f i c i t y  p r o v i d e d  t h a t  no  

p r o d u c t s  of  t h e  h e x o k i n a s e  c a t a l y s e d  r e a c t i o n s  a b s o r b  a t  a r o u n d  

340 n m .  H o w e v e r ,  i n  t h e  c a s e  of t h e  c o m p l e t e l y  n o n - s p e c i f i c  

T h e r m a l  d e t e c t i o n  s y s t e m ,  a h i g h l y  s p e c i f i c  e n z y m e  s y s t e m  i s  

a l w a y s  r e q u i r e d ,  a s  s p e c i f i c i t y  i s  h e r e  c o m p l e t e l y  d e p e n d e n t  

u p o n  the  e n z y m e s .
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4. 3. D i s c u s s i o n  of  t h e  m e r i t s  of  t h e  o t h e r  t e c h n i q u e s  ( d e s c r i b e d  

in  C h a p t e r  4).

C o n s i d e r i n g  t h e  r e l a t i v e  c r u d i t y  i n v o l v e d  in  t h e  c o n s t r u c t i o n  of  t h e  

e n z y m e  e l e c t r o d e s  d e s c r i b e d  in  C h a p t e r  4, S e c t i o n  1 . 1 . ,  t h e i r  

s e n s i t i v i t y  c o m p a r e s  w e l l  w i th  t h o s e  r e p o r t e d  b y  M o s b a c h  a n d  

c o - w o r k e r s  (71 ) .

R e p r o d u c i b i l i t y  of  t h e s e  e l e c t r o d e s  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  i d e n t i c a l  

s a m p l e s  of  s u b s t r a t e  a p p e a r e d  r e a s o n a b l e  (+ 5%), b u t  c o u l d  b e  

i m p r o v e d  b y  m a k i n g  up s o l u t i o n s  in  0. I M  N a C l ,  t o  k e e p  t h e  i o n i c  

s t r e n g t h  c o n s t a n t ,  p a r t i c u l a r l y  w h e r e  l o w  c o n c e n t r a t i o n  b u f f e r s  

w e r e  u s e d .  In  e v e r y  c a s e ,  r e p r o d u c i b i l i t y  a n d  p r e c i s i o n  w e r e  

i m p r o v e d  w i t h  i n c r e a s i n g  b u f f e r  c o n c e n t r a t i o n ,  a l t h o u g h  t h e  

a b s o l u t e  c h a n g e  i n  pH w a s  d e c r e a s e d .  A n o t h e r  r e a s o n  f o r  

r e p r o d u c i b i l i t y  b e i n g  l o w e r  t h a n  i n  t h e  L K B / p a c k e d  b e d  t e c h n i q u e s  

i s  t h a t ,  b e i n g  a  k i n e t i c  t y p e  a s s a y ,  m i n o r  v a r i a t i o n s  i n  t e m p e r a t u r e  

w o u l d  b e  e x p e c t e d  to  a f f e c t  b o t h  t h e  r a t e  of t h e  e n z y m e  r e a c t i o n  

a n d  t h e  r a t e  o f  d i f f u s i o n  ( m a s s  t r a n s f e r )  of t h e  s u b s t r a t e  to  t h e  

s u r f a c e  of  t h e  e n z y m e .  T h e  s h a p e  of  t h e  p l o t s  o b t a i n e d  i n  

F i g s .  4. 1. 1 . 2 .  to  4, 1. 1 . 9 .  h a s  a l r e a d y  b e e n  d i s c u s s e d  i n  d e t a i l .

T h a t  no p l o t  a p p e a r e d  to  h a v e  a n  e x t e n d e d  l i n e a r  r a n g e  ( e x c e p t  

[ u r e a ]  v s .  ApH, in  100 m M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH  7. 0, F i g .

4 . 1. 1 . 2 . ,  a n d  l o g  [ g l u c o s e  ] v s .  ApH i n  5 m M  p h o s p h a t e  b u f f e r  

V e x c e s s  H ^ O ^  pH 5. 1, F i g . 4. 1. 1 . 9. ), i s  u n d o u b t e d l y  a  s e r i o u s  

l i m i t a t i o n  to  t h i s  a s  a n  a n l y t i c a l  t e c h n i q u e ,  p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  

c a s e  of g l u c o s e ,  w h e r e  e m p l o y m e n t  o f  t h e  e x c e s s  o f  h y d r o g e n  

p e r o x i d e  n e c e s s a r y  to  a c h i e v e  a  l i n e a r  p lo t  o v e r  e x t e n d e d  p e r i o d s  

o f  t i m e  s e r i o u s l y  a f f e c t e d  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  e n z y m e  e l e c t r o d e .

A n o t h e r  o b v i o u s  d r a w b a c k  to  th e  u s e  of a  pH d e t e c t o r  to  m o n i t o r  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e  c a t a l y z e d  r e a c t i o n s  in  c o n t i n u o u s  f low
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m e t h o d s ,  p a r t i c u l a r l y  in  c o m p l e x  b i o l o g i c a l  f l u i d s ,  i s  t h a t  t h e  

s u d d e n  p r e s e n c e  of a n y  s p e c i e s  w h i c h  w i l l  a l t e r  t h e  pH of the  

f l u i d  w i l l ,  p e r  s e , p r o d u c e  a  r e s p o n s e  f r o m  t h e  d e t e c t o r .  T h i s  

c a n  b e ,  to  a  c e r t a i n  e x t e n t ,  o v e r c o m e  b y  u s e  of  r e l a t i v e l y  h i g h  

c o n c e n t r a t i o n  b u f f e r s ,  o r ,  p r o v i d e d  t h a t  t h e  pH  i s  n o t  a l t e r e d  to  

s u c h  a n  e x t e n t  t h a t  i t  a f f e c t s  the  r a t e  of t h e  e n z y m e - c a t a l y z e d  

r e a c t i o n ,  t h e  u s e  of  s t o p p e d - f l o w  m e t h o d s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  

C h a p t e r  4, S e c t i o n  1 . 1 .

T h r o u g h o u t  t h e  h i s t o r y  of e n z y m e  c h e m i s t r y ,  m e t i c u l o u s  a t t e n t i o n  

h a s  b e e n  p a i d  to  f a c t o r s  w h i c h  i n f l u e n c e  r a t e s  of  r e a c t i o n  ( e .  g. 

t e m p e r a t u r e ,  pH,  i o n i c  s t r e n g t h  e t c . ) .  H o w e v e r ,  l i t t l e  a t t e n t i o n  

h a s  b e e n  t a k e n  o v e r  t h e  t y p e  of t r a n s d u c e r  u s e d  t o  m o n i t o r  t h e  

e n z y m i c  r e a c t i o n .  In  p a r t i c u l a r  t h e  p lo t  of a p p a r e n t  u r e a s e  

a c t i v i t y  v s .  pH of  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( F i g .  4. 1 . 1 . 8 )  p r o v i d e s  a n  

e x c e l l e n t  e x a m p l e  of  h o w  t h e  a p p a r e n t  e n z y m e  a c t i v i t y ,  u n d e r  

i d e n t i c a l  c o n d i t i o n s  m a y  v a r y  a c c o r d i n g  to t h e  n a t u r e  of  t h e  

t r a n s d u c e r  u s e d  to  m o n i t o r  e n z y m e  activity^.  H a d  i t  b e e n  

p o s s i b l e  to  m o n i t o r ,  f o r  e x a m p l e ,  t h e  r a t e  of c h a n g e  of  u r e a  

c o n c e n t r a t i o n  s p e c  t r o p h o t o m  e t r i c  a l l y ,  i t  w o u l d  u n d o u b t e d l y  h a v e  

b e e n  found  t h a t  i m m o b i l i z e d  u r e a s e  e x h i b i t e d  m a x i m u m  a c t i v i t y  

a r o u n d  pH 7. 0, i n s t e a d  of  t h e  a p p a r e n H y  n e a r  m i n i m u m  a c t i v i t y  

o b s e r v e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s .

T h e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e r m i n a t i o n  of g l u c o s e  u s i n g  n y l o n - t u b e  

- i m m o b i l i z e d  h e x o k i n a s e  a n d  g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  

d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  4, S e c t i o n  2 . 1 . ,  i l l u s t r a t e s  w e l l  t h e  

p r i n c i p l e s  i n v o l v e d  i n  the  i n c o r p o r a t i o n  of  n y l o n - t u b e - i m m o b i l i z e d

e n z y m e s  i n  t h e  T e c h n i c o n  A u t o a n a l y z e r  a s s e m b l y .  T h i s  i s ,  in  

f a c t ,  t h e  b a s i s  of  t h e  C a t a l i n k s  ^  now m a r k e t e d  b y  M i l e s  

L a b o r a t o r i e s  L t d .  , S t o k e  P o g e s ,  B u c k s .  U . K .
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S e n s i t i v i t y ,  a c c u r a c y  a n d  p r e c i s i o n  o b t a i n e d  w e r e  a l l  c o n s i d e r a b l y  

b e t t e r  t h a n  i n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  t h e r m a l  t e c h n i q u e  u s i n g  n y lo n  

t u b e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  w i t h  a  t h e r m i s t o r  a s  s e n s o r ,  a n d  

c o u l d  p r o b a b l y  b e  i m p r o v e d  s t i l l  f u r t h e r  by  t h e r m o s t a t t i n g  t h e  

m i x i n g  a n d  e n z y m e  c o i l s .

In  f a c t ,  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  t e c h n i q u e s  a p p e a r  f a r  m o r e  s u i t a b l e  

t h a n  t h e r m a l  t e c h n i q u e s  f o r  c o m b i n a t i o n  w i t h  t h i s  t y p e  of  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e ,  due  to  i m p e r f e c t  a d i a b a t i c i t y  p r e v e n t i n g  

t h e  u s e  of  l o n g  l e n g t h s  of  t u b i n g  to  a c h i e v e  h i g h  p e r c e n t a g e  

c o n v e r s i o n s  w h e n  u s i n g  t h e r m a l  d e t e c t o r s .
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C H A P T E R  5

A s t u d y  a n d  d e t e r m i n a t i  on of  i iT ' .mooil i zed  e n z y m e  i n h i b i t o r s . ^

5. ] ■ A t h e r m a l  in  v e s t  it» a t  ion of the  i n h i b i t i o n  of  t h e  c h o l i n e  s t e r a s e

s y s t e m ,  u s i n g  a n  L K B  10700 -  1 c a l o r i m e t e r ,  w i t h  i m m o b i l i z • -"d 

e n z y m e  p a c k i n g ,  a n d  a n a l y t i c a l  d e t e r m i n a t i o n s  of  s o m e  o f t h e  

s t r o n g e r  i n h i b i t o r s .

Int  r o d u c t i o n

C h o l i n e s t e r a s e s  h a v e  b e e n  a m o n g s t  t h e  m o s t  s t u d i e d  o f  e n z y m e  

s y s t e m s ,  p l a y i n g  a  v i t a l  r o l e  in  t h e  n e r v o u s  s y s t e m  o f  a n i m a l s  in  

g e n e r a l .

T w o  c h o l i n e  s t e r a s e  ( C h . E . )  e n z y m e s  h a v e  b e e n  r e c o g n i s e d  

( E . C  3. 1 . 1 .  7. a n d  E . C . 3 .  I .  1 . 8 . )  w h i c h  h a v e  b e e n  r e f e r r e d  to by  

a  v a r i e t y  of n a m e s ,  b u t  w i l l  h e r e  b e  n a m e d  a f t e r  t h e i r  o p t i m u m  

s u b s t r a t e s ,  a c e t y l c h o l i n e  a n d  b u t y r y l c h o l i n e ,  i . e .  a c e t y l c h o l i n e s t 

e r a s e  (Ac  C h . E . )  a n d  b u t y r y l c h o l i n e s t e r a s e  ( B u . C h .  E . ) ,  

r e s p e c t i v e l y .

E a c h  of  t h e s e  e n z y m e s  h a s  b e e n  f o u n d  in  a  g r e a t  n u m b e r  of  a n i m a l s ,  

e n z y m e s  f r o m  e a c h  s p e c i e s  h a v i n g  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  p r o p e r t i e s  

( e .  g.  w.  r .  t .  m o l e c u l a r  w t .  a n d  i n l i i b i t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s ) .

A  g r e a t  n u m b e r  of  C h .  E .  a s s a y  p r o c e d u r e s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d ,  

b a s e d  on  t h e  m e a s u r e m e n t  of  a c e t i c  a c i d  o r  o t h e r  m o i e t y  r e l e a s e d  

d u r i n g  h y d r o l y s i s ,  o r  o n  t h e  d i r e c t  m e a s u r e m e n t  o f  a c e t y l c h o l i n e  

( A c .  C h . )  r e m a i n i n g  a f t e r  h y d r o l y s i s .  A m o n g s t  t h e  m o r e  c o m m o n  

m e t h o d s  a r e  m a n o m e t r i c  ( m e a s u r i n g  t h e  v o l u m e  o f  C O ^  r e l e a s e d  

f r o m  a  b i c a r b o n a t e  s o l u t i o n  a f t e r  r e a c t i n g  w i th  t h e  a c i d  r e l e a s e d  

d u r i n g  t h e  h y d r o l y s i s  of  A c .  C h .  o r  o t h e r  c h o l i n e  e s t e r s ) ;  

p o t e n t i o m e t r i c  ( m e a s u r i n g  pH c h a n g e )  ; c o l o r i m e t r i c  e tc  .

In  t h e  a r e a  of  c a l o r i m e t r i c  a n a l y s i s ,  t h e  e n z ^ rm a t ic  a c t i v i t y  a f t e r  

t r e a t m e n t  w i t h  i n h i b i t o r s  h a s  b e e n  c o n f i n e d  to  t h e  a n a l y s i s  of  t h e
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s t r o n g e r  o r g a n o p h o s p h o r o u s  p e s t i c i d e s  (206,  207) ,  a n d  a  few 

m i s c e l l a n e o u s  a l k a l o i d s  (208) ,  u s i n g  s o l u b l e  e n z y m e s ;  h o w e v e r ,  

l i t t l e  w o r k  a p p e a r s  to  h a v e  b e e n  c a r r i e d  out  u s i n g  i m m o b i l i z e d  

c h o l i n e s t e r a s e s ,  d e s p i t e  t h e  p o t e n t i a l  a d v a n t a g e s  o f  i m m o b i l i z a t i o n .

A p a r t  f r o m  t h e  w e l l - p u b l i c i z e d ,  i r r e v e r s i b l e  o r g a n o p h o s p h o r o u s  

c o m p o u n d s ,  c h o l i n e s t e r a s e s  a r e  a l s o  i n h i b i t e d ,  r e v e r s i b l y  a n d  

c o m p e t i t i v e l y ,  b y  m a n y  o t h e r  c o m p o u n d s  w h i c h  u s u a l l y  c o n t a i n  a  

q u a t e r n a r y  n i t r o g e n  a t o m ,  o r  a t  l e a s t  a  n i t r o g e n  a t o m  c a p a b l e  of  

a c q u i r i n g  a  p o s i t i v e  c h a r g e  by  p r o t o n a t i o n  ( i.  e.  a  b a s i c  n i t r o g e n  

a t o m ) ,  o r  a n  e s t e r - l i k e  g r o u p .  T h e  s t r o n g e r  i n h i b i t o r s  a r e  o f t e n  

a l s o  h i g h l y  m e t h y l a t e d .  M o l e c u l e s  o f  t h i s  o v e r a l l  s t r u c t u r e  c a n  

c o m p e t e  s u c c e s s f u l l y  w i t h  c h o l i n e - t y p e  s u b s t r a t e s ,  a n d ,  a c c o r d i n g l y ,  

a  n u m b e r  o f  q u a t e r n a r y  a m m o n i u m  c o m p o u n d s ,  c a r b a m a t e s  a n d  

a l k a l o i d s  inh i l j i t  c h o l i n e s t e r a s e s ,  o r  o n e  o r  b o t h  t y p e s ,  to a  g r e a t e r  

o r  l e s s e r  e x t e n t .  I n d e e d ,  s o m e  a l x a l o i d s  owe  t h e i r  p h a r m a c o l o g 

i c a l  a c t i v i t y  to  a n  i n h i b i t o r y  m e c h a n i s m  ( e . g .  e s e r i n e  (209))* 

E x p e r i m e n t a l l y ,  i t  i s  f o u n d  t h a t  d r u g s  e f f e c t i v e  i n  P a r k i n s o n i s m  

( i n c l u d i n g  P a r k i n s o n ' s  d i s e a s e  a n d  s i m i l a r  n e r v o u s  d i s o r d e r s )  

i n h i b i t  Bu.  C h .  E .  m u c h  m o r e  s t r o n g l y  t h a n  A c .  C h .  E ,  , w h i l s t  

p o w e r f u l  n e u r o m u s c u l a r  b l o c k i n g  a g e n t s  i n h i b i t  A c .  C h .  E .  m u c h  

m o r e  p o w e r f u l l y  t h a n  Bu.  C h .  E.  ( 2 I 0 ) .

C o n s e q u e n t l y ,  a p a r t  f r o m  a p u r e l y  a n a l y t i c a l  v i e w  p o i n t ,  a n y  

m e t h o d  w h i c h  o f f e r s  a  q u i c k  c o m p a r i s o n  of  i n h i b i t o r  s t r e n g t h s  m a y  

p r o v i d e  a  u s e f u l  s c r e e n  f o r  i n i t i a l  t e s t i n g  of n e w  d r u g s ,  a s  w e l l  a s  

b e i n g  a c a d e m i c a l l y  i n t e r e s t i n g

T h i s  c h a p t e r  i s  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  c o m p a r i s o n  of  t h e  i n h i b i t o r  

s t r e n g t h s  of s e v e r a l  r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r s  of  c h o l i n e s t e r a s e s  on  

b o t h  g l a s s - i m m o b i l i z e d  a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  ( f r o m  e l e c t r i c  e e l ) ,  

a n d  b u t y r y l c h o l i n e s t e r a s e  ( f r o m  h o r s e  s e r u m )  a n d  o f  a n a l y t i c a l
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d e t e r m i n a t i o n  of  t h e  s t r o n g e r  i n h i b i t o r s ,  a t  v a r y i n g  p H s ,  a n d  

e n z y m a t i c  a c t i v i t y .

In  a l l  c a s e s ,  c o s t  w a s  c o n s i d e r e d  u p p e r m o s t ,  a s  w a s  a v a i l a b i l i t y .  

C o n s e q u e n t l y ,  i t  w a s  no t  f e a s i b l e  to  u s e  A c .  C h .  E .  a n d  Bu.  Ch.  E.  

i r o m  t h e  s a m e  a n i m a l  s o u r c e  ( the  c h e a p e s t  s o u r c e s  w e r e  u s e d ) .

A l t h o u g h  h u n d r e d s  of c o m p o u n d s  w h i c h  r e p o r t e d l y  i n h i b i t  t h e  

c h o l i n e s t e r a s e  s y s t e m  a p p e a r  in  t h e  l i t e r a t u r e ,  t w o  c r i t e r i a  w e r e  

p l a c e d  up o n  a l l  p o t e n t i a l  i n h i b i t o r s ;

I . T h e y  m u s t  h a v e  b e e n  r e a d i l y  a v a i l a b l e  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o m p a n y

2. T h e y  m u s t  h a v e  b e e n  r e a s o n a b l y  c h e a p l y  a v a i l a b l e  ( n o t  m o r e  t h a n  

a p p r o x i m a t e l y  £2 p e r  g r a m m e ) .

E m p h a s i s  w a s  p l a c e d  a s  m u c h  on e v a l u a t i o n  o f  t h e  t e c h n i q u e  a s  on  

a c t u a l  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s .  W h e r e  p o s s i b l e ,  r e s u l t s  w e r e  c o m p a r e d  

t o  t h e  s a m e  ( c a l o r i m e t r i c )  t e c h n i q u e ,  u s i n g  t h e  s o l u b l e  e n z y m e s .

R e a g e n t s

D i s t i l l e d  w a t e r  w a s  u s e d  t h r o u g h o u t .
+

A l l  i n h i b i t o r s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a ,  e x c e p t  M e  N  B r  a n d  
+ - + _ -f 1

E t ^ N  B r  (BDH) a n d  ( n - P r ) ^ N  B r  a n d  ( n - B u ) ^ N  B r  w h i c h

w e r e  o b t a i n e d  f r o m  E a s t m a n  C h e m i c a l  C o m p a n y .

A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  ( T y p e  III) a n d  B u t y r y l c h o l i n e s t e r a s e

( T y p e  IV -S)  w e r e  a l s o  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o . ,  U . K .

I m a d a z o l e  ( r e a g e n t  g r a d e )  a n d  T H A M  ( A n a l a r )  w e r e  o b t a i n e d

f r o m  BD H . W h e r e  a d v i s e d ,  c o m p o u n d s  w e r e  s t o r e d

d e s i c c a t e d  a t  4 ° C .  S u b s t r a t e s  A c t y l c h o l i n e c h l o r i d e  a n d

B u t y r y l c h o l i n e i o d i d e  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a ,  a n d  s t o r e d

d e s i c c a t e d  a t  4^ C .

B u t y r y l c h o l i n e  i o d i d e  f r o m  K o c h - L i g h t  w a s  a y e l l o w  p o w d e r ,  

d i s s o l v i n g  i n  b u f f e r  to  g ive  a y e l l o w  s o lu t i o n ,  w h i c h  g r a d u a l l y  

d e c o l o u r i s e d  l e a v i n g  a s l i g h t  b r o w n  p r e c i p i t a t e .  R e s u l t s
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o b t a i n e d  u s i n g  t h i s  a p p e a r e d  i d e n t i c a l  to  t h o s e  o b t a i n e d  

u s i n g  th e  S i g m a  r e a g e n t .

I m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e s  a nd  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s .

A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  ( E .  C . 3. 1 . 1 .  7 . ,  1 . 3 6  m g ,  500  u n i t s ) ,

a n d  b u t y r y l c h o l i n e s t e r a s e  ( E . C .  3 . 1 .  I .  8 . ,  20 m g ,  426  u n i t s )

w e r e  e a c h  i m m o b i l i z e d  to  c o n t r o l l e d  p o r o s i t y  g l a s s  (O. 5 g,
2 -1

1 3 . 3 m  g s u r f a c e  a r e a ) ,  a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2, S e c t i o n  1 . 2 .

A f t e r  i m m o b i l i z a t i o n  t h e  m i c r o c o l u m n  of  t h e  m i c r o c a l o r i m e t e r

w a s  p a c k e d  a p p r o x i m a t e l y  o n e  q u a r t e r  fu l l  of  t h e  g l a s s - b o u n d

e n z y m e ,  c o n f i n e d  in  t h e  m i c r o c o l u m n  b y  t h e  u s u a l  m e a n s ,  a n d
3 -1

b u f f e r  p u m p e d  t h r o u g h  t h e  m i c r o c o l u m n  a t  a  r a t e  o f  0.  43 c m  m i n  

u n t i l  t h e r m a l  e q u i l i b r i u m  w a s  e s t a b l i s h e d ,  a s  e v i d e n c e d  by  a  

h o r i z o n t a l  b a s e l i n e .  E a c h  s e r i e s  of  r u n s  w a s  i n i t i a t e d  by 

r u n n i n g  t h r o u g h  b u f f e r  o n l y  u n t i l  a s t e a d y  b a s e l i n e  w a s  o b t a i n e d .  

B u f f e r  + s u b s t r a t e  w a s  t h e n  r u n ,  u n t i l  a n o t h e r  s t e a d y -  s t a t e  

w a s  r e a c h e d .  P r o v i d e d  t h e  e n z y m e  w a s  t o t a l l y  s a t u r a t e d ,  

w h i c h  c o u l d  e a s i l y  b e  d e m o n s t r a t e d  by  i n c r e a s i n g  t h e  s u b s t r a t e  

c o n c e n t r a t i o n  s t i l l  f u r t h e r ,  a n d  o b s e r v i n g  no i n c r e a s e  in  

d i s p l a c e m e n t ,  t h e  s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t  o b t a i n e d  w a s  a 

m e a s u r e  o n l y  o f  t h e  e n z y m e  a c t i v i t y  i n  t h e  c o l u m n  ( i .  e .  t h e  

r e a c t i o n  w a s  z e r o  o r d e r  w .  r .  t .  s u b s t r a t e ) .  B y  c o m p a r i s o n  of  

t h i s  s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t  w i t h  t h a t  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  e x c e s s  

o f  e n z y m e ,  a n d  low  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  ( w h e n  100% r e a c t i o n  

w a s  a s s u m e d  ), o n e  c o u l d  o b t a i n  a n  " a p p a r e n t "  e n z )c m e  a c t i v i t y  of  

t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  c o l u m n ,  i n  t e r m s  o f  i n t e r n a t i o n a l  u n i t s  

(I .  U. ) [ one  I. U. w i l l  r e a c t  w i t h  1 a  m o l e  of  s u b s t r a t e  p e r  m i n  ] . 

T h i s  i s  n o t  n e c e s s a r i l y  t h e  s a m e  a s  t h e  t r u e  e n z y m e  a c t i v i t y ,  

b u t  i s  t h a t  w h i c h  t h e  m i c r o c a l o r i m e t e r  a c t u a l l y  s e n s e s ,  a n d  w o u l d  

b e  t h e  t r u e  e n z y m e  a c t i v i t y  m o d i f i e d  b y  f a c t o r s  s u c h  a s  d i f f u s i o n  

o f  p r o d u c t  to  e n z y m e ,  a n d  s u b s t r a t e  a n d / o r  p r o d u c t  i n h i b i t i o n ,  e t c .



T h e  f low  r a t e  u s e d  t h r o u g h o u t  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w a s  0. 4-3 c m
. -1m i n

A 10 M s o l u t i o n  of  i n h i b i t o r  in  b u f f e r / s u b s t r a t e  s o l u t i o n  w a s
-  A

m a d e  up by  w e i g h i n g  10 m o l e s  of  i n h i b i t o r  i n to  t h e  l i d  of 

2 5 c m  s a m p l e  b o t t l e  ( u s i n g  a  m i l l i g r a m  b a l a n c e ) ,  t o  a n  a c c u r a c y  

o f j ^  0. 2 m g  ( u s i n g  t h e  v e r n i e r  s c a l e ) .  F o r  a n  i n h i b i t o r  of 

m o l e c u l a r  w t  200 D a l t o n s ,  t h i s  r e p r e s e n t s  1%, b u t  m o s t  

i n h i b i t o r s  h a d  m o l e c u l a r  w e i g h t s  w e l l  i n  e x c e s s  o f  2 0 0 .
3

T h i s  w a s  d i s s o l v e d  in  10.  00 0. 02 c m  of  b u f f e r / s u b s t r a t e
3

s o l u t i o n  b y  p l a c i n g  t h e  l i d  p l u s  c o n t e n t s  o v e r  t h e  2 5  c m  s a m p l e
3

b o t t l e  c o n t a i n i n g  th e  1 0 . 0 0  c m  l^uf fer ,  p u s h i n g  t h e  t o p  d ow n

u n t i l  i t  f o r m e d  a  s e a l  w i t h  t h e  s a m p l e  b u t t l e ,  a n d  t h e n  s h a k i n g  to
3 -2

d i s s o l v e ,  to  g i v e  10 c m  of  a  10 M s o l u t i o n  of i n h i b i t o r  in  

b u f f e r / s u b s t r a t e  s o l u t i o n .  T h i s  s o l u t i o n  w a s  t h e n  p u m p e d  t h r o u g h  

t h e  m i c r o c o l u m n  u n t i l  a n o t h e r  s t e a d y - s t a t e  w a s  o b t a i n e d  

( e x p e r i m e n t a l l y  found  to b e  a p p r o x i m a t e l y  20 m i n  ),  a n d  f r o m  

t h e  d e p r e s s i o n  of  t h e  s u b s t r a t e  s t e a d y - s t a t e ,  t h e  % i n h i b i t i o n  

c o u l d  b e  c a l c u l a t e d ,  a s  s h o w n  in  F i g ,  5. 1. I .  1.

a

buffer
only

buffer+substrate

buffer 
substrate

4"

inhibitor

F i g .  5 . 1 . 1 . 1

o\°
inhibition 
sbxlOO
0



A t t e m p t s  w e r e  m a d e  to  r e p e a t  t h e s e  e x p e r i m e n t s  b y  u s i n g  an
3 3

0. 5 c m  p u l s e  of  s u b s t r a t e  s o l u t i o n ,  f o l l o w e d  b y  a  . 0 . 5  c m

o f  s u b s t r a t e / i n h i b i t o r  s o l u t i o n  a s  s h o w n  in  F i a .  5. 1. 1 . 2 .

B+S
B+S+I

B=buffer
S = su b stra te
Iirinhibitor

B B B
F i g .  5. 1 . 1 . 2 .

H o w e v e r ,  r e s u l t s  u s i n g  t h i s  m e t h o d  g a v e  l e s s  r e p r o d u c i b l e

r e s u l t s ,  a s  w e l l  a s  l o w e r  s e n s i t i v i t y ,  p r e s u m a b l y  b e c a u s e  a

s t e a d y - s t a t e  w a s  n e v e r  r e a c h e d ,  a n d  s u b s e q u e n t  r u n s  w e r e

c a r r i e d  ou t  u s i n g  t h e  s c h e m e  d e p i c t e d  i n  F i g .  5» 1 .1 .  1. W h e r e  l o w e r

c o n c e n t r a t i o n s  of  i n h i b i t o r  w e r e  r e q u i r e d ,  t h e y  w e r e  p r e p a r e d
_ 2

b y  a p p r o p r i a t e  d i l u t i o n  of  t h e  10 M i i i l i ib i t o r  s o l u t i o n  w i t h  

b u f f e r / s u b s t r a t e  s o l u t i o n .

A l t h o u g h  i t  w a s  p o s s i b l e  to  o b t a i n  r o u g h  m e a s u r e m e n t s  b y  

i n j e c t i n g  o n e  i n l i i b i t o r  s o l u t i o n  d i r e c t l y  a f t e r  a n o t h e r ,  m o r e  

r e p r o d u c i b l e  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  b y  f o l l o w i n g  t h e  20 m i n  

i n h i b i t o r  i n j e c t i o n  w i t h  20 m i n  p u l s e  of  b u f f e r / s u b s t r a t e  s o l u t i o n ,  

a s  t h e  p r e v i o u s  i n h i b i t o r  t h e n  d id  not  i n t e r f e r e  w i t h  t h a t  f o l l o w i n g ,  

a n d  i t  w a s  a l s o  e a s i e r  to  c o m p e n s a t e  f o r  a n y  s t e a d y - s t a t e  d r i f t ,  

c a u s e d  by  c h a n g e s  i n  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  o r  b y  s l o w ,  n o n - e n z y m a t i c  

h y d r o l y s i s  of t h e  s u b s t r a t e  b y  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n .



A l l  l ig h t  s e n s i t i v e  s o l u t i o n s  (i .  e .  c o l o u r e d  s o l u t i o n s ) ,  w e r e  

a l w a y s  f r e s h l y  p r e p a r e d ,  a nd  s t o r e d  in  s a m p l e  b o t t l e s  c o v e r e d  

b y  a l u m i n i u m  fo i l .

T h e  c o n c e n t r a t i o n  of s u b s t r a t e  u s e d  w a s  o r i g i n a l l y  k e p t  a t  50 m M ,  

T h i s  w a s  f o u n d  to  b e  a d e q u a t e  f o r  t h e  l o w - a c t i v i t y  c o l u m n s ,  a t  

pH 7. 0 o r  7 . 8 .  F o r  t h e  h i g h e r - a c t i v i t y  c o l u m n s ,  100 m M  

s u b s t r a t e  s o l u t i o n  w a s  n e e d e d  to  g iv e  z e r o  o r d e r ,  k i n e t i c s ,  a s  i t  

w a s  f o r  r u n s  a t  pH 8. 5, w h e r e  n o n - e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  b y  t h e  

a l k a l i n e  b u f f e r  s o l u t i o n  n e c e s s i t a t e d  t h e  u s e  of  e x c e s s  s u b s t r a t e .

R e s u l t s

F o r  a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  two  c o l u m n s  of  v a r y i n g  a p p a r e n t

e n z y m e  a c t i v i t i e s  w e r e  u s e d .

1 . With  e x c e s s  s u b s t r a t e ,  C o l .  I g a v e  a p p r o x .  8 0  u n i t s  s t e a d y -  

s t a t e  d e f l e c t i o n  on  30  uV s c a l e

2. W i th  e x c e s s  s u b s t r a t e ,  XLoJ I L g a v e  a p p r o x .  32  u n i t s  s t e a d y -

s t a t e  d e f l e c t i o n  on 3 0 0  uV s c a l e

3. F r o m  t h e  s t e a d y - s t a t e  a n a l y s i s  r u n s ,  i t  w a s  k n o w n  t h a t  100 

u n i t  d e f l e c t i o n  on  10 u V s c a l e  w a s  g i v e n  b y  a  1.  5 m M  

s o l u t i o n  of  a c e t y l c h o l i n e  c h l o r i d e .

A l l  t h e  a b o v e  r e s u l t s  w e r e  f o r  T H A M  b u f f e r ,  pH 7. 8 a n d  a  f lo w
3 . - 1

r a t e  of  = 0 . 4 - 3  c m  m i n

. a c t i v i t y  of c o l u m n  ( in  u m o l e  m i n  ^)= 1. 5 x  10

. ’. a c t i v i t y  of  C o l .  I 1 . 5 5  I. U.

a c t i v i t y  of  C o l .  II 6. 2 I. U.

F o r  B u t y r y l c h o l i n e s t e r a s e ,  o n ly  one  c o l u m n  w a s  u s e d  w h i c h ,

b y  a n  a n a l o g o u s  c a l c u l a t i o n ,  w a s  s h o w n  to  h a v e  a n  a c t i v i t y  o f



1

2 . 3 . I . U .

-2
T h e  p e r c e n t a g e  i n h i b i t i o n  g i v e n  b y  a  10 'M  s o l u t i o n  o f  t h e  

f o l l o w i n g  i n h i b i t o r s ,  on t h e  e n z y m e s  a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  a nd  

b u t y r y l c h o l i n e s t e r a s e ,  i m m o b i l i z e d  on c o n t r o l l e d  p o r o s i t y  g l a s s  

a t  pH  7. 0, 7 . 8 ,  8.  5, i s  g i v e n  in  T a b l e  5. 1 . 1 . 3 . ,  a n d  t h a t  g i v e n
_ 3

b y  a  10 M s o l u t i o n  of  s o m e  of  t h e  s t r o n g e r  i n h i b i t o r s  i s  l i s t e d  

i n  T a b l e  5. 1 . 1 . 4. T a b l e s  of p e r c e n t a g e  i n h i b i t i o n  v s .  c o n e . 

o f  a  few  of  t h e  s t r o n g e s t  i n h i b i t o r s  a r e  g i v e n  in  T a b l e s  5. 1. 1. 5 

a n d  5. 1 . 1 . 6 .
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T A B L E  5. 1 ■ I ■ 4

I n h i b i t i o n  of g l a s s - i m m o b i l i z e d  b u t y r y l c h o l i n e s t e r a s e  
_ 3

by  a  10 M s o l u t i o n  of s o m e  of  the  s t r o n g e r  i n h i b i t o r s

S t r u c t u r e  Bu . C h .  E .
c h a r a c t e r 
i s t i c s  p H 7.  0 p H  7.  8 p H 8. 5

A n t a z o l i n e  P O ^  B, G, 1 66

D i p h e n h y d r a m i n e  H C l  G ,  I  7 4  3 7  1 7

N a p h a z o l i n e  H C l  B, I 81 72,  72 66

P r o c a i n e  H C l  G, H, I, J  18 30,  30 25

P h e n a z i n e  m e t h o -
s u l p h a t e  E,  F ,  I 93 8 5  78

Q u i n i n e  SO C , G , I  1 8 , 1 7  51 39
4

Q u i n a c r i n e ,  2 H C l  C, G, H, 1 50 69 61

L ( - ) S p a r t e i n e  S P .  4 G 2 4  2 7  25

T o l a z o l i n e  H C l  B, 1 41 44  38



-) - / c

T A B L E  5. 1 . 1 . 5

I n h i b i t i o n  vs .  c o n c .  of  i n h i b i t o r  f o r  g l a s 3 i m m o b i l i z e d  b i i t y r u l c h o l i n e s t e r a s e

a) % i n h i b i t i o n
- 3

c one  . /  n i  o 1 dm p h e n a z i n e Me SO n a p h a z o l i n e

1 0 ' ^ 100
---- -----  4

100

1 0 ' ^ 93 80
- 45 x 1 0 82 64

- 42 . 5 x 1 0 68 48

1 . 25 X l O ' ^ 54 34

6 . 3 x 1 0 39 23

3 . 1 x 1 0 " ^ 25 16

1 . 6 x 1 0  ^ 17 10

8 X 10~^ 10 4

4 X 10-6 3 0

m i n .  m a s s  d e t e c t a b l e 10 Lia ( as  p'rlen .MeSO )
4

1 5 / i g  ( a s  n a p h a z o l i n e

b)

c o n c  . /  m o l  dm % i - h i b i t i o n  b v  a 30 m i n  p u i s e  of  e s e r i n e

10"^ 100

10"^ 100
- 41 . 6  X 10 100

8.  0 X 1 0 " ^ 89

4 . 0 x 1 0  ^ 62 m i n .  m a s s

2 . 0 x 1 0 " ^ 35 detectable%Cz3.  5 ug

1 . 2  X 10"^ 22

6 X 10 12

1 X 10"6 6

5 x 1 0 ^ 2

1 X lO"^ 0



] 7 n

T A B L E  3. ] . 1 .6

I n h i b i t i o n  of  g l a s s - i m . m o b i l i z  ed. a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  b y  c a f f e i n e

_ 3
c o n c .  / m o l  d m  % i n h i b i t i o n

“ 2
4 x 1 0  76

2 x 10 64

1 X 1 0 ' ^  51,  54

_ 3
5 x  10 38

2 . 5  X 1 0 ' ^  32

1. 25  x 10"^ 23

6 . 2  X 10“ ^ 14

3. 1 X lO'"^ 9

m i n .  m a s s  d e t e c t a b l e  5 0 0 pig

U s i n g  b u f f e r  a t  pH 7, 0, o r  b e lo w ,  F  c o u ld  b e  d e t e c t e d  down  to
_ 5

c o n c e n t r a t i o n s  of 1 x  10 M. H o w e v e r ,  d u e  to  t h e  e x t r e m e  

s e n s i t i v i t y  of  f l u o r i d e  i n h i b i t i o n  to  pH', a b s o l u t e  i n h i b i t i o n  v a l u e s  

w e r e  on ly  r e p r o d u c i b l e  i f  the  s a m e  b u f f e r / s u b s t r a t e  s o l u t i o n s  

w e r e  u s e d  f o r  e a c h  of  t h e  r u n s  ( m i n i m u m  m a s s  d e t e c t a b l e  21.  5 pig of F

A  30 m i n  p u l s e  of  t h e  p e s t i c i d e s  m a l a t h i o n  ( s a t u r a t e d  s o lu t i o n ,
-  2

4 55  ppm ) ,  o r  d i m e t h o a t e  (10 M),  f a i l e d  to p r o d u c e  a n y  no t ice ;

i n h i b i t i o n  of  e i t h e r  g l a s s  i m m o b i l i z e d  e n z y m e .



D i s c ussi_on o f p ; e s u l t s

T h r o u g h o u t  t h e s e  s e r i e s  of e x p e r i m e n t s ,  the a s s u m p t i o n  h a s  b e e n  

m a d e  t h a t  s o l u b l e  an d  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  w i l l  be i n h i b i t e d  by 

the  s a m e  i n h i b i t o r s ,  a n d  by the s a m e  m e c h a n i s m s .  A l t h o u g h  

the  a b s o l u t e  d e g r e e  of i n h i b i t i o n  ; o r  a g iv en  c o n c e n t r a t i o n  of 

i n h i b i t o r  m a y  be  g r e a t e r ,  o r  l e s s e r ,  on  go ing  f r o m  a s o l u b l e  

e n z y m e  to the i m m o b i l i z e d  e n z y m e ,  the o r d e r  s h o u l d  be the  s a m e ,  

if  t h i s  m e t h o d  is  to be  of a n y  u s e  in  s c r e e n i n g  f o r  p o t e n t i a l  

i n h i b i t o r s  of e n z y m e s .

A l i m i t e d  s t u d y  of the  i n h i b i t i o n  o: a l k a l o i d s  on  h o r s e - s e r u m  

b u t y r y l c h o l i n e s t e r a s e  h a s  b e e n  c a r r i e d  out ,  u s i n g  s o l u b l e  e n z y m e s ,  

an d  a  t h e r m i s t o r  a s  h e a t  s e n s o r  by G r i m e  a n d  T a n  (203)  to s tu d y  

the i n h i b i t i o n  of e s e r i n e ,  q u i n in e ,  p r o c a i n e ,  a t r o p i n e ,  m o r p h i n e ,  

c o d e i n e ,  p i l o c a r p i n e ,  t h i a m i n e  a n d  c a f f e in e  a t  v a r y i n g  c o n c e n 

t r a t i o n s  .

-2
In t h i s  w o r k ,  10 M w a s  the c o n c e n t r a t i o n  m o s t  u s e d .  C o d e i n e  

w a s  u n o b t a i n a b l e  a nd  m o r p h i n e  w a s  not  s o l u b l e  e n o u g h  in  b u f f e r  

to  g ive  a  10 ^ M s o l u t i o n .

A c o m p a r i s o n  of r e s u l t s  is g i v e n  be low ;
. 2 0 8

% I n h i b i t i o n  of s o l u b l e  a n d  i m m o b i l i z e d  h o r s e  
s e r u m  B u . C h . E .  by s o m e  i n h i b i t o r s  (10 ^M)

10 s o l .  B u . C h . E .  ^ ^ I m m o b i l i z e d B u . C h . E .
(pH 8. 0) ( pH 7. 8)

E s e r i n e  100 100
Q u i n i n e  100 97
P r o c a i n e  95 83
A t r o p i n e  70 41
T h i a m i n e  65 25
P i l o c a r p i n e  55 24
C a f f e i n e  55 10
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G r i m e  a n d  T a n  (208) q u o t e  the i n h i b i t o r y  p o w e r  o f  the  a l k a l o i d s  a s  

f o l l o w s  :

e s e r i n e ^  q u i n i n e  !> p r o c a i n e ] >  a t r o p i n e  ^  t h i a m i n e  ]> p i l o c a r p i n e  ^  

c a f f e i n e .

T h i s  t r e n d  i s  r e f l e c t e d  e x a c t l y  in  t h i s  w o r k ,  t h u s  j u s t i f y i n g  t h i s  

m e t h o d  a s  u s e f u l  f o r  the c o m p a r i s o n  of i n h i b i t o r y  p o w e r .

A l t h o u g h  m a n y  c o m p o u n d s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  in  t h e  l i t e r a t u r e  

to  i n h ib i t  the  c h o l i n e s t e r a s e  s y s t e m ,  q u a n t i t a t i v e  d a t a  is  s c a r c e ,  

a n d  e v e n  t h o s e  r e s u l t s  t h a t  a r e  q u o t e d  wi l l  p r o b a b l y  no t  s t a n d  up 

to  c o m p a r i s o n ,  b e c a u s e  of  the d i f f e r e n t  m e t h o d s ,  a n d  c o n d i t i o n s ,  

u s e d  to d e t e r m i n e  i n h i b i t i o n .  M o s t  i n v e s t i g a t i o n s  c l a s s i f y  

i n h i b i t o r s  s i m p l y  a s  s t r o n g ,  w e a k  o r  n o n - i n h i b i t o r s .

T h e  p r o b a b l e  r e a s o n  f o r  the  l a c k  of c o m p a r a b l e ,  q u a n t i t a t i v e  

d a t a  in  the  l i t e r a t u r e  f o r  the r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r s  of  the 

c h o l i n e s t e r a s e  s y s t e m  i s  d u e  to e i t h e r  the l e n g t h  of  t i m e  t a k e n  

( i n c l u d i n g  e q u i l i b r a t i o n  t i m e )  f o r  one  r u n ,  d i f f i c u l t y  in  u s i n g  

e x a c t l y  the  s a m e  a c t i v i t y  of e n z y m e  p e r  r u n ,  a n d  th e  e x p e n s e  of 

u s i n g  s o l u b l e  e n z y m e s ,  o r  a  c o m b i n a t i o n  of a l l  t h r e e .  T h i s  

m e t h o d ,  a l t h o u g h  l e s s  s e n s i t i v e  t h a n  t h o s e  u s i n g  s o l u b l e  

e n z y m e s ,  c i r c u m v e n t s  a l l  t h e s e  d i f f i c u l t i e s ,  a n d  s h o u l d  t h e r e f o r e  

p r o v e  p o t e n t i a l l y  u s e f u l .  H o w e v e r ,  i t  s h o u ld  be  s t r e s s e d  t h a t  

f o r  i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r s ,  m a n y  of th e  a d v a n t a g e s  of u s i n g  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  ( e . g .  r e - u s a b i l i t y )  w o u ld  b e  l o s t ,  u n l e s s  

i t  c o u ld  be  s h o w n  to be p o s s i b l e  to r e a c t i v a t e  th e  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e  ( e . g .  by p y r i d i n e - 2 - a l d o x i m e  m e t h i o d i d e ,  w h i c h  i s  k n o w n  

to r e a c t i v a t e  the  s o l u b l e  e n z y m e  w h e n  i n h i b i t e d  b y  c e r t a i n  

o r g a n o p h o s p h o r o u s  n e r v e  g a s e s  o r  p e s t i c i d e s ) .



1 "

A n o t h e r  w e a k n e s s  of s u c h  a t e c h n i q u e  i s  i t s  r e l a t i v e  l a c k  of

s e n s i t i v i t y  to w e a k e r  i n h i b i t o r s  ( e v e n  w h e n  c o m p a r e d  to the

i n h i b i t i o n  of the s o l u b l e  e n z y m e ) .  S u c h  i n s e n s i t i v i t y  h a s  b e e n

e x p o s e d  by the i n a b i l i t y  of t h i s  t e c h n i q u e  to d e t e c t  e i t h e r  of  the

w e a k l y  i n h i b i t i n g  o r g a n o p h o s p h o r o u s  p e s t i c i d e s  M a l a t h i a n
_ 2

( s a t u r a t e d  s o l u t i o n ,  455 p p m )  o r  d i m e t h o a t e  (10 M ) .

T h e  a c t u a l  d e g r e e  of  i n h i b i t i o n  o b t a i n e d  a p p e a r e d  l a r g e l y  

i n d e p e n d e n t  of the  a c t i v i t y  of e n z y m e  i m m o b i l i z e d  ( p r o v i d e d  

t h a t  i t  w a s  k e p t  s a t u r a t e d  w i th  s u b s t r a t e ) ,  a l t h o u g h  th e  h ig h  

e n z y m e  a c t i v i t i e s  d id  p e r m i t  l o w e r  a m p l i c a t i o n s  to  be u s e d ,  

t h e r e b y  i m p r o v i n g  b a s e l i n e  q u a l i t i e s .

C h o i c e  of b u f f e r  a n d pH

A l t h o u g h  a  l a r g e  p r o p o r t i o n  of the i n h i b i t i o n  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  

o u t  at pH 7 . 8  inO. I M  T H A M  HCl  b u f f e r ,  s t u d i e s  m a d e  a t  h i g h e r  

(pH 8. 5) a n d  l o w e r  (pH 7. 0) v a l u e s  d id  p r e s e n t  s o m e  p r o b l e m s .

A t  pH  8 . 5  (T H A M  H C l  b u f f e r )  g r e a t  d i f f i c u l ty  w a s  e x p e r i e n c e d  

in  k e e p i n g  the  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  s a t u r a t e d  w i t h  s u b s t r a t e ,  due  

to a  r a p i d ,  n o n - e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  of bo th  c h o l i n e  e s t e r s  

(Ac .  C h  a n d  B u . C h )  u n d e r  the m i l d l y  a l k a l i n e  c o n d i t i o n s ,  and  i t  i s  

t h i s  e f f e c t  ( i . e .  i n c o m p l e t e  s u b s t r a t e  s a t u r a t i o n  of  t h e  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e )  t h a t  i s  b e l i e v e d  to be m a i n l y  r e s p o n s i b l e  f o r  the 

a p p a r e n t ly  s l i g h t l y  l o w e r  i n h i b i t o r y  p o w e r  of m a n y  c o m p o u n d s  a t  

pH  8 . 5 .

I t  s h o u l d  be s t r e s s e d  t h a t  the b u f f e r  u s e d  (250 m M  T H A M )  m a y
- 2

i n h i b i t  th e  e n z y m e  a p p r e c i a b l y  (10 M TH A M ,  u s i n g  i m i d a z o l e  

b u f f e r ,  a p p e a r s  to p r o d u c e  a  v e r y  s m a l l  i n h i b i t i o n )  b u t  t h i s  s h o u l d  

no t  m a t t e r  a p p r e c i a b l y  a s  the  i n h i b i t i o n  w i l l  be c o n s t a n t ,  a n d  on ly  

a  l o s s  of s e n s i t i v i t y  w i l l  o c c u r ,  due  to the i n h i b i t o r  h a v i n g  to  

c o m p e t e  w i t h  T H A M ,  a s  w e l l  a s  w i t h  the s u b s t r a t e ,  f o r  the a c t i v e
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s i t e .

U s i n g  a n  " o x y g e n "  b a s e  b u f f e r  o f f e r s  no a d v a n t a g e  w h a t s o e v e r .
-2

P h o s p h a t e  a n d  c i t r a t e  a l s o  i n h i b i t  s l i g h t l y  a t  10 M  c o n c e n t r a t i o n ,

a l t h o u g h  i n h i b i t i o n  u s i n g  c i t r a t e  c o u l d  only  be c a r r i e d  ou t  a t  pH 8. 5,

d u e  to  a n  u n a c c e p t a b l e  r e d u c t i o n  in  the  b u f f e r  c a p a c i t y  of  the  s y s t e m

w h e n  c i t r i c  a c i d  w a s  a d d e d  to T H A M  b u f f e r  a t  p H  7 . 8 .  M a l e a t e
-2

b u f f e r ,  f o r  w h i c h  t h e r e  w a s  no e v i d e n c e  of i n h i b i t i o n  a t  10 M, 

o n l y  gave  a  low s i g n a l ,  d u e  to i t s  h a v i n g  a  low e n t h a l p y  of p r o t o n 

a t i o n .

R u n s  a t  pH 7 . 0  w e r e  c a r r i e d  out  in  250 m M  i m i d a z o l e  b u f f e r ,  due

to the  p o o r  b u f f e r  c a p a c i t y  of T H A M  a t  pH 7 . 0 ,  w i t h  s o n i c  of the

m o r e  a c i d i c  i n h i b i t o r s .  T h e  s i g n a l  g i v e n  w i th  i m i d a z o l e  a s  b u f f e r

w a s  l e s s  t h a n  w i t h  T H A M ,  due  p r o b a b l y  e i t h e r  to t h e  f a c t  t h a t  the

e n t h a l p y  of p r o t o n a t i o n  of i m i d a z o l e  i s  l e s s  t h a n  t h a t  of T H A M ,

t h a t  i m i d a z o l e  a t  250 m M  i n h i b i t s  the e n z y m e  ( h a v i n g  a  s i m i l a r

s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c  to s o m e  of th e  m o r e  p o w e r f u l  i n h i b i t o r s ,
-2

a l t h o u g h  l i t t l e  i n h i b i t i o n  a p p e a r s  a t  1 0 M ) o r  t h a t  th e  e n z y m e  is  

n o t  a s  a c t i v e  a s  pH  7. 0 a s  a t  pH  7. 8, o r  a c o m b i n a t i o n  of a l l  

t h r e e .

A s  m e n t i o n e d  e a r l i e r ,  i t  a p p e a r e d  t h a t  the  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  

of e a c h  i n h i b i t o r  v a r i e d  w i t h  pH,  a s  a r u l e  of t h u m b ,  b e i n g  g r e a t e r  

a t  pH 7 . 8  t h a n  a t  e i t h e r  pH  7. 0 o r  8. 5, and  th i s  w a s  a s c r i b e d  

l a r g e l y  to i n h i b i t i o n  by the  b u f f e r  s o l u t i o n  (pH 7.  0) a n d  n o n - z e r o  

o r d e r  k i n e t i c s  (pH 8 . 5 ) ,  a n d  so  i t  i s  p r o b a b l y  no t  f a i r  to c o m p a r e  

i n h i b i t i o n  w i t h  pH  c h a n g e  too r i g o r o u s l y .

H o w e v e r ,  the s t r i k i n g  c a s e  of the f l u o r i d e  ion  c a n n o t  be  e x p l a i n e d
_2

by  t h e s e  h y p o t h e s e s  a l o n e .  I n v a r i a b l y ,  a t  pH 8 . 5 ,  10 M f l u o r i d e

i n h i b i t e d  s l i g h t l y ,  but  a t  pH  7. 0 i t  i n h i b i t e d  v e r y  s t r o n g l y  i n d e e d ,
3 -5

8 c m  of a  10 M s o l u t i o n  b e i n g  e a s i l y  d e t e c t a b l e .  It  s e e m s .
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t h e r e f o r e , r e a s o n a b l e  to  a s s u m e  i n h i b i t i o n  by H F ,  r a t h e r  t h a n  F  .

+
O t h e r  n o t a b l e  f e a t u r e s  w e r e  th e  f a c t  t h a t  n e i t h e r  N M e  ^  o r  N E t

^ 4  4
i n h i b i t  e i t h e r  e n z y m e  n o t i c e a b l y ,  w h e r e a s  N ( n - P r ) ^  and  

N ( n - B u ) ^  i n h ib i t  b o t h  f a i r l y  s t r o n g l y ,  ( s e e  F i g . 5 . 1 . 1 .  lO).

T h i s  w a s  v e r y  s u r p r i s i n g  in  v i e w  of  t h e  f a c t  t h a t  t h e  s u b s t r a t e  

h a s  t h e  f o r m u l a

+ ^ 
M e  - N - (CII  ) - O - CO  - o r

M .

- SO o n e  w o u l d  e m p i r i c a l l y  h a v e  e x p e c t e d  s t r o n g e s t  i n h i b i t i o n  
+

f r o m  N M e , by  v i r t u e  of  t h e  f a c t  i t  m o s t  r e s e m b l e d  c h o l i n e .
4

T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  i n c r e a s i n g  t h e  c h a i n  l e n g t h s  o f  t h e  t i lkyl  

g r o u p s  in  th e  t e t r a  - s u b s t i t u t e d  a m m o n i u m  i o n s  l e a d s  to  an  i n c r e a s e  

in  i n h i b i t i o n  g i v e n  by  e q u a l  c o n c e n t r a t i o n s  of  t h e s e  i o n s  (up  to 

t e t r a  n - p r o p y l  f o r  A c .  C h .  E.  o r  up  to  t e t r a  n - b u t y l  f o r  Bu.  Ch.  E.  ), 

a n d  t h a t  r e p l a c e m e n t  of one  m e t h y l  g r o u p  in  t h e  t e t r a m e t h y l  

a m m o n i u m  io n  by  one  p h e n y l  g r o u p  l ed  to  an  i n c r e a s e  in  

i n h i b i t i o n  i n  b o t h  c a s e s ,  i s  t a k e n  a s  e v i d e n c e  t h a t  h y d r o p h o b i c ,  

a s  w e l l  a s  i o n i c  i n t e r a c t i o n s ,  p l a y  a n  i m p o r t a n t  p a r t  i n  t h e  b i n d in g  

o f  i n h i b i t o r s  to t h e  a n i o n i c  s i t e  ( s e e  F i g .  5. 1. 1. I I . ) .

T h e  r e l a t i v e  i n s o l u b i l i t y  of  t e t r a  n - p e n t y l  a m m o n i u m  s a l t s  in  

t h e  a q u e o u s  b u f f e r  u s e d  (O. IM  TH A M , O.OIM  E D T A ,  pH 7 .8 ) ,  

p r e c l u d e d  i n v e s t i g a t i o n  of t e t r a - s u b s t i t u t e d  a m m o n i u m  i o n s  of  

a l k y l  c h a i n  l e n g t h  g r e a t e r  t h a n  à. c a r b o n  a t o m s .

A n o t h e r  i n t e r e s t i n g  c a s e  w a s  th e  c o m p a r i s o n  of  p y r i d o x a l  w i t h  

p y r i d o x i n e
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Pyrido?C31 P y r i d o x i n e

P y r i d o x i n e  w a s  i n v a r i a b l y  a  f a i r l y  w e a k  i n l i ib i to r  of  b o th  e n z y m e s  

P y r i d o x a l  w a s  a m u c h  s t r o n g e r  i n h i b i t o r ,  p a r t i c u l a r l y  in  a l k a l i n e  

TMAM b u f f e r s ,  w h e n  i t s  s o l u t i o n  t u r n e d  ye l lo w .

I t  s e e m e d  t h a t  a l a r g e  p a r t  of t h e  e x : r a  i n h i b i t i o n  of  p y r i d o x a l  

m a y  h a v e  b e e n  due  to  th e  f o r m a t i o n  of  a  Sch i f f  b a s e  c o m p l e x  

b e t w e e n  p y r i d o x a l  a n d  TH A M  w h i c h  m i g h t  h a v e  b e e n  a  s t r o n g e r  

i n h i b i t o r  t h a n  p y r i d o x a l  i t s e l f .

HOCH

P y r i d o x a l /  T H A M  c o m p o u n d
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It  w a s  a l s o  n o t i c e a b l e  t h a t ,  on a v e r a g e ,  g l a s s  i m m o b i l i z e d  

b u t y r u l c h o l i n e s t e r a s e  a p p e a r e d  to  b e  i n h i b i t e d  m o r e  s t r o n g l y  

t h a n  a c e t y l c l i o l i n e r a s e ,  p a r t i c u l a r l y  w h e n  b e n z e n e  r i n g s  

( s t r u c t u r a l  g r o u p  I) w e r e  p r e s e n t .

e . g .  a n t a z o l i n e ,  a n t i p y r e n e ,  a t r o p i n e ,  a t r o p i n e  m e t h y l  s u l p h a t e ,  

d i p h e n h y d r a m i n e ,  n a p h a z o l i n e ,  p r o c a i n e ,  q u i n a c r i n e ,  q u i n in e ,

( - ) s c o p o l a m i n e ,  L ( - )  s p a r t e i n e  a n d  t o l a z o l i n e  i n l i ib i t  B u . C h . E .  

m u c h  m o r e  s t r o n g l y  t h a n  A c .  Ch.  E.

O n ly  c a f f e i n e  a p p e a r e d  to  i n h ib i t  Ac . Ch .  E . m u c h  m o r e  s t r o n g l y  

t h a n  Bu.  Ch .  E .

F o r  v e r y  s t r o n g  i n h i b i t o r s ,  and  e s p e c i a l l y  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  

( e . g .  10 M e s e r i n e ) ,  a s t e a d y -  s r a t e  did not  a p p e a r  to  b e  r e a c h e d  

f o r  a  v e r y  l o n g  t i m e ,  p r e s u m a b l y  due  to the  e x t r e m e  s t a b i l i t y  

of  t h e  e n z y m e - i n h i b i t o r  c o m p l e x ,  and  a s i m p l e  p r o g r e s s i v e  

i n h i b i t i o n  w a s  s e e n .  C o n s e q u e i i c ly ,  in  the  a n a l y s i s  of e s e r i n e ,  

a  30 m i n  p u l s e  w a s  a l w a y s  i n j e c t e d ,  and  t h e  p e r c e n t a g e  i n h i b i t i o n  

t a k e n  a t  t h e  e n d  of  t h i s  p u l s e ,  r e g a r d l e s s  of  w h e t h e r  o r  not  a  

s t e a d y - s t a t e  h a d  b e e n  r e a c h e d .

P l o t s  of  % i n h i b i t i o n  v s  - c o n c .  of  i n h i b i t o r ]  p r o d u c e d

c u r v e s  w i t h  a  s i g m o i d  s h a p e ,  w h i c h  a p p e a r  o f t e n  v /h e n  s o l u b l e  

e n z y m e  i n h i b i t i o n  i s  s t u d i e d .  A n a l y t i c a l l y ,  t h e  l i n e a r  r a n g e  i s  

t h e  m o s t  u s e f u l  r e g i o n  of  t h e s e  c u r v e s  and  i s  u s u a l l y  in  t h e  r a n g e  

2 5% -80%  of  t o t a l  i n h i b i t i o n .  H o w e v e r ,  b e c a u s e  t h e  c h o l i n e s t e r a s e  

s y s t e m  a p p e a r e d  to b e  i n h i b i t e d  by  so m a n y  c o m p o u n d s ,  i n  t h e  

a n a l y t i c a l  d e t e r m i n a t i o n  of  any  p a r t i c u l a r  i n h i b i t o r ,  c a r e  w o u l d  

h a v e  to  be  t a k e n  to  e n s u r e  t h e  s o l u t i o n  w a s  f r e e  f r o m  a l l  o t h e r  

i n h i b i t o r s  of  c o m p a r a b l e  s t r e n g t h ,  w h i c h  w o u ld  i n t e r f e r e .  A s  

t h e  m e t h o d  r e l i e d  s o l e l y  on  the  i rd t ib i t ing  c a p a c i t y  of  t h e  s o l u t i o n  

u s e d ,  t h i s  m e t h o d  w o u ld  b e  e x p e c t e d  to be  m o s t  e f f e c t i v e  f o r  th e
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s t r o n g e s t  i n h i b i t o r s .

In t h i s  s tu d y ,  e s e r i n e  w a s  u n d o u b t e d l y  th e  s t r o n g e s t  i n h i b i t o r  

found ,  b u t  s o m e  n e r y e  g a s e s  a nd  o t h e r  o r g a n o p h o s p h o r o u s  

c o m p o u n d s  a r e  know n  to i n h ib i t  c h o l i n e  s t e r  a se  s a t  l e a s t  100 t i m e s  

m o r e  p o w e r f u l l y  t h a n  e s e r i n e ;  u s i n g  t h i s  m e t h o d ,  c o n c e n t r a t i o n s  

in  t h e  r a n g e  of  10 ^ ^ 10 KI s h o u l d  be  a b l e  to  b e  d e t e r m i n e d

w i t h  e a s e .

V a r i o u s  a t t e m p t s  h a v e  b e e n  m a d e  to  c o r r e l a t e  s t r u c t u r e  w i th  

i n h i b i t o r y  p o w e r  f o r  o r g a n o p h o s p h o r o u s  i n h i b i t o r s ,  b u t  l i t t l e  

a p p e a r s  to h a v e  b e e n  d o n e  wi th  the  r e v e r s i b l e  a l k a l o i d  i n h i b i t o r s .  

F o r  m o l e c u l e s  wi th  a  s t r u c t u r e  s i m i l a r  to c h o l i n e  e s t e r s  ( i . e .  

p o s i t i v e l y  c h a r g e d ,  o r  b a s i c  n i t r o g e n  a to m ,  w i th  a n  e s t e r - l i k e  

g r o u p  - e . g .  p r o c a i n e ) ,  i t  w ou ld  b e  e a s y  to e n \ d s a g e  i n h i b i t i o n  

o c c u r r i n g .  H o w e v e r ,  it s e e m s  th a t  a l l  t h a t  i s  r e a l l y  n e c e s s a r y  

i s  e i t h e r  a  p o s i t i v e  n i t r o g e n  a t o m  ( e . g .  ( n - P r ) ^ N  , o r  o n e  

t h a t  c a n  b e c o m e  p o s i t i v e  by  p r o t o n a t i o n ,  in  o r d e r  to  e f f e c t  a 

f a i r  d e g r e e  of  i n h ib i t i o n .

A s i m p l i f i e d  p i c t u r e  of  t h e  a c t i v e  s i t e  i n  c h o l i n e s t e r a . s e s  i s  a s  

fo l l o w s :

anionic
Site

-A— y
estera! ic-^ acetyl-enzyme 

site  I
choline+acid 

enzym e
F i e .  5 . 1 . 1 . 1 1 .
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In  o r d e r  to  r e a c t ,  a  p o t e n t i a l  s u b s t r a t e  m o l e c u l e  m u s t  b e  " h e l d "  

by  th e  e l e c t r o s t a t i c  a t t r a c t i o n  b e t w e e n  th e  a n i o n i c  s i t e  a n d  a 

p o s i t i v e  c h a r g e d  a t o m  ( n i t r o g e n )  w h i l s t  i t s  e s t e r  g r o u p  i s  a t t a c k e d  

( h y d r o l y s e d ) ,  by  the  e s t e r a t i c  s i t e .  In p r i n c i p l e ,  g r o u p s  w h ic h  

c a n  b l o c k  e i t h e r  of t h e s e  s i t e s  w i l l  i n h ib i t .

A s  m o s t  of  t h e  i n h i b i t o r s  s t u d i e d  h a v e  e i t h e r  a p o s i t i v e ,  o r  a 

b a s i c ,  n i t r o g e n  a t o m ,  t h e s e  s h o u ld ,  in  p r i n c i p l e ,  b e  c a p a b l e  

of  i n h i b i t i n g  c h o l i n e s t e r a s e s ,  t h e  s t r e n g t h  of i n h i b i t i o n  p r e s u m a b l y  

b e i n g  d e t e r m i n e d  b y  th e  s t r e n g t h  of a t t r a c t i o n  (i .  e .  t h e  " f i t " )  

b e t w e e n  t h e  p o s i t i v e  c e n t r e  in  t h e  i n h i b i t o r  and  t h e  a n i o n i c  s i t e .

T h e  i n h i b i t i o n  of Ch .  E .  b y  N a F  i s  r e p o r t e d  to be  of  th e  

u n c o m p e t i t i v e  type ,  w i t h  f l u o r i d e  a d d in g  not on ly  t o  t h e  f r e e  

e n z y m e ,  b u t  a l s o  to  t h e  e n z y m e - s u b s t r a t e  c o m p l e x  ( b lo c k i n g  

a c é t y l a t i o n  of th e  e n z y m e )  and  to  t h e  a c e t y l  e n z y m e  ( b lo c k i n g  

de  - a c é t y l a t i o n ) .

In  c o n c l u s i o n ,  it  w o u ld  a p p e a r  t h a t  t h i s  m e t h o d  m a y  b e  of  s o m e  

i n t e r e s t  i n  the  s tu d y  of  r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r s  of e n z y m e s .  B e c a u s e  

o f  t h e  d i f f e r e n t  m i c r o e n v i r o n m e n t s  of  s o lu b le ,  a n d  o f  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e s ,  a b s o l u t e  q u a n t i t a t i v e  d a t a  ( e . g .  pl . .^  of  i n h i b i t o r s )  w i l l  

d i f f e r .  T h e s e  s e r i e s  of e x p e r i m e n t s  d e m o n s t r a t e  t h a t ,  i n  a  

s e r i e s  of  i n h i b i t o r s ,  t h e  r e l a t i v e  i n l i i b i t o r  s t r e n g t h s  do no t  

a p p e a r  to  b e  a l t e r e d .

D e s p i t e  t h e  l o w e r  s e n s i t i v i t y  of i r r .m o b i l i z e d  enzymaes,  o v e r  

s o l u b l e  e n z y m e s ,  t h e  e a s e  of  the  m e t h o d ,  and  t h e  r e l a t i v e l y  s h o r t  

a n a l y s i s  t i m e ,  m a k e  t h i s  a n  i n t e r e s t i n g  m e t h o d  f o r  s tu d y i n g  s e r i e s  

of  i n h i b i t o r s ,  an d  i n  t h e  s c r e e n i n g  f o r ,  and  a n a l y s i s  of, s t r o n g e r  

i n h i b i t o r s .



C h a p t e r  5. S e c t i o n  2 .

T r a c e  d e t e  r n • i n a t i o n  of  s o m e  h e a v y  m e t a l  ion  i l i l i i b i t o r s  of 

i m m o b i I i z f ‘d u r e a s e ,  u 5ji n a t h c  L K  3  10 700-  I r n i c r o c a l o r i m e t e r  

a s  a m o i i i t o - of  e n z y m e  a c t i v i t y .

T h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  of m a n y  h e a v y  m e t a l  i o n s  u p o n  e n z y m e s  in  

s o l u t i o n s  i s  a w e l l - k n o w n  p h e n o m e n o n  (212) .  H o w e v e r ,  l i t t l e  

a d v a n t a g e  a p p e a r s  to h a v e  b e e n  t a k e n  of t h i s  e f f e c t  w h e n  th e  

e n z y m e  i s  c o u p l e d  to  an  i n s o l u b l e  m a t r i x ,  d e s p i t e  t h e  

p o t e n t i a l  a d v a n t a g e s  of  i m m o b i l i z a t i o n .  B a l d r i d g e  a n d  J e s p e r s e n  

(213)  s t r e s s  t h e  f a c t  t h a t , i n  the  a n a l y t i c a l  d e t e r m i n a t i o n s  of 

i n h i b i t o r s  o f  s o l u b l e  e n z y m e s ,  i d e n t i c a l  a c t i v i t i e s  of  e n z y m e  

m u s t  b e  u s e d  in  e a c h  c a s e .  T h i s  o f t e n  p r e s e n t s  d i f f i c u l t i e s ,  

a n d  h e n c e  l e a d s  to  i r r e p r o d u c i b i l i t y , e s p e c i a l l y  w h e n  e n z y m e s  

of  low s t a b i l i t y  a r e  u s e d .

T h e  u s e  of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  w o u l d  a p p e a r  to  h e l p  o v e r c o m e  

t h i s  p r o b l e m ,  a s  w e l l  a s  e n a b l i n g  m o r e  e f f i c i e n t  u s e  of  th e  e n z y m e ,  

p r o v i d e d  a s u i t a b l e  s t e p  to  r e m o v e  t h e  i n h i b i t i n g  s p e c i e s ,  a n d  

r e g e n e r a t e  f u l l  e n z y m e  a c t i v i t y  a f t e r  e a c h  i n h i b i t i o n  c o u ld  be  found.

T h e  u r e a / u r e a s e  s y s t e m  w a s  c h o s e n  f o r  t h i s  s t u d y ,  p r i n c i p a l l y  

b e c a u s e  m e t a l  i o n s  k n o w n  to i n h ib i t  t h e  e n z y m e  i n  s o l u t i o n  

( p r i n c i p a l l y  Hg^ , Ag  a n d  Cu^ ) h a d  a l r e a d y  b e e n  d e t e r m i n e d  

b y  t h e i r  i n h i b i t o r y  e f f e c t  on  s o l u b l e  u r e a s e  (213,  214) .  A t t e m p t s  

t o  a d a p t  t h i s  p r o c e s s  to  i n h i b i t o r  d e t e r m i n a t i o n s  u s i n g  i m m o b i l i z e d  

u r e a s e  a r e  d e s c r i b e d  in  t h i s  s e c t i o n  u s in g  a t h e r m a l  (L K B  10700-1 )  

d e t e c t i o n  s y s t e m .

In c o n t r a s t  to the  t y p e  of i n h i b i t i o n  in  the  p r e v i o u s  s e c t i o n ,  

i n h i b i t i o n  of  u r e a s e  b y  h e a v y  m e t a l  i o n s  i s  of  t h e  n o n - c o m p e t i t i v e  

t y p e ,  a n d  h e n c e  i n h i b i t i o n  wou ld  b e  e x p e c t e d  to  b e  p r o p o r t i o n a l
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to  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n s ,  and  i n d e p e n d e n t  of  s u b s t r a t e  

c o n c e n t r a t i o n .

R e a g e n t s

M e r c u r y ( l l )  c h l o r i d e ( A n a l a r ) ,  s i l v e r  n i t r a t e  (99 .  8%pure) ,  

c o p p e r ( I I )  c h l o r i d e ( A n a l a r ) , c a d m i u m  s u l p h a t e  ( l a b .  r e a g e n t ,  

c o b a l t ( I I )  c h l o r i d e  ( l a b .  r e a g e n t ) ,  n i c k e l  b r o m i d e  ( lab .  r e a g e n t ) ,  

l e a d  n i t r a t e  (99% p u r e ) ,  m a n g a n e s e ( I I )  s u l p h a t e  ( l a b .  r e a g e n t ) ,  

E D T A ( A n a l a r )  a n d  u r e a  (99% 1 p u r e )  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  

B . D . H .  C h e m i c a l s  L td .  U . K .

P o t a s s i u m  i o d i d e  (99 .  5%) w a s  o b t a i n e d  f r o m  M a y  and  B a k e r  

L t d . ,  D a g e n l i a m ,  E s s e x .  U . K.

L - c y s t e i n e  ( p u r e )  was- o b t a i n e d  f r o m  K o c h - L i g h t  L a b o r a t o r i e s  

L t d .  , C o l n b r o o k ,  B u c k s .  U . K .

U r e a s e  ( T y p e  C - 3 ,  f r o m  j a c k  b e a n s )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  

S i g m a  C h e m i c a l  Co .  U . K .

A l l  o t h e r  r e a g e n t s  w e r e  o b t a i u - d  a s  s t a t e d  i n  C h a p t e r  2. 

I m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e

U r e a s e  ( 3 . 6  m g ,  250 u n i t s )  w a s  i m m o b i l i z e d  o n  to  c o n t r o l l e d
2  -  1

p o r o s i t y  g l a s s  ( 0 . 2  g, 2 1 6 . 9  m  g s u r f a c e  a r e a ) ,  a s  d e s c r i b e d  

i n  C h a p t e r  3, S e c t i o n  2 . 2 .  T h e  a p p a r e n t  s o l u b i l i t y  of  t h i s  t y p e  of  

u r e a s e  in  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n  u s e d  to  d i s s o l v e  i t  b e f o r e  i m m o b i l 

i z a t i o n  w a s  o f t e n  fo u n d  to b e  low,  but  co u ld  b e  r e a d i l y  o v e r c o m e  

b y  a d d i t i o n  of  a  t r a c e  of  2 - m e r c a p t o - e t h a n o l  o r  d i t h i o t h r e i t o l  to  

t h e  e n z y m  e .

E x p e r i m e n t a l  p r o c e d u r e  a n d  r e s u l t s

A f t e r  i r r im o b i l i z a t i o n ,  t h e  m i c r o c o l u m n  of  t h e  L K B  1 0700 -1  m i c r o -  

c a l o r i m e t e r  w a s  p a c k e d  a p p r o x i m a t e l y  h a l f - f u l l  of  t h e  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e ,  i n  t h e  u s u a l  m a n n e r ,  a n d  e q u i l i b r a t e d  b y  p a s s i n g  t h e  

w o r k i n g  b u f f e r  f o r  t h e s e  e x p e r i m e n t s  (O. IM m a l e a t e ,  pH 6 .  5 

o b t a i n e d  b y  a d j u s t i n g  t h e  pH of a  0. IM  s o l u t i o n  o f  m a l e i c  a c i d
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t o  pH 6. 5 w i t h  p o t a s s i u m  h y d r o x i d e ) .  A l l  d e t a i l s  of  t h e  

e x p e r i m e n t a l  s e t - u p  a r e  a s  d e s c r i b e d  in  C h a p t e r  3, S e c t i o n  2. 1. 

M a l e a t e  w a s  c h o s e n  a s  b u f f e r ,  b e c a u s e  of  t h e  i n s o l u b i l i t y  of 

m a n y  of t h e  m e t a l  i o n s  u s e d  in  t h i s  s t u d y  in  p h o s p h a t e  b u f f e r .

W h e n  t h e r m a l  e q u i l i b r a t i o n  w a s  c o m p l e t e ,  u r e a  s o l u t i o n s

of  i n c r e a s i n g  c o n c e i i t r a t i o n  in  t h e  w o r k i n g  b u f f e r  w e r e  p a s s e d
3 -1

o v e r  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  ( f low  r a t e  0. 43 c m  m i n  ), u n t i l  

t h e  f l a t - t o p p e d  p e a k s  o b t a i n e d  s h o w e d  no s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  

w i th  i n c r e a s i n g  u r e a  c o n c e n t r a t i o n ,  w h e r e u p o n  t h e  h e a t  s i g n a l  

r e c o r d e d  w o u l d  r e f l e c t  on ly  the  a c t i v i t y  of t h e  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e .  A f t e r  e s t a b l i s h m e n t  of  t h e  " z e r o  o r d e r "  s t e a d y - s t a t e  

d i s p l a c e m e n t ,  ( t e r m e d  100% e n z y m e  a c t i v i t y )  a  10 m i n  p u l s e  of 

a  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  of m e t a l  ion,  in  t h e  b u f f e r / u r e a  s o l u t i o n  

w a s  p a s s e d  o v e r  the  c o l u m n ,  and ,  f r o m  th e  e n z y m e  a c t i v i t y  

r e m a i n i n g  a f t e r  t h i s  10 m i n  p u l s e ,  the  % i n h i b i t i o n  c a u s e d  by  the  

k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  of  t h e  m e t a l  ion  c o u ld  b e  e a s i l y  c a l c u l a t e d .  

T h e  10 m i n  p u l s e  of  m e t a l  ion  w a s  f o l lo w e d  b y  a  10 m i n  p u l s e  of 

f r e s h l y  p r e p a r e d  0. 25M L - c y s t e i n e  d i s s o l v e d  i n  t h e  b u f f e r / u r e a  

s o l u t i o n ,  to  r e m o v e  t h e  b o u n d  m e t a l  i o n s ,  a n d  a l s o  to  r e d u c e  any  

d i s u l p h i d e  b r i d g e s  f o r m e d  by  o x i d a t i o n  of t h i o l  g r o u p s  w h i l s t  the  

m e t a l  h a d  b e e n  b o u n d .  T h e  o b s e r v a t i o n s  of  M a t t i a s s o n  e t  a l  

(211)  t h a t  0. 3M I , p l u s  0. OlM E D T A  w i l l  a l s o  r e a c t i v a t e  

m e t a l  i o n  i n l i i b i t e d  u r e a s e  ( s e e  d i s c u s s i o n  l a t e r  i n  t h i s  s e c t i o n ) ,  

w a s  v e r i f i e d  i n  t h i s  s tu d y .

F o l l o w i n g  t h e  p a s s a g e  of  r e a c t i v a t o r ,  th e  b u f f e r / u r e a  s o l u t i o n  

w a s  a g a i n  p a s s e d  o v e r  t h e  i m m o b i l i z e d  enzyrme,  u n t i l  a  s t e a d y -  

s t a t e  w a s  a g a i n  e s t a b l i s h e d ,  and  t h e  s y s t e m  w a s  r e a d y  f o r  

p a s s a g e  of  a n o t h e r  p u l s e  of  i n h i b i t o r .



A t y p i c a l  t r a c e  i s  s h o w n  in  F i g .  5 . 2 . 1 . ! .
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F i g .  5 . 2 .  ! .. •[.

T h e  a p p a r e n t  i n c r e a s e  of e n z y m e  a c t i v i t y  to  ^  100% d u r i n g  th e

p a s s a g e  o f ( c )  i s  d o u b t l e s s  due to  a n  e x t r a  d i l u t i o n  e n t h a l p y

c h a n g e  b e c a u s e  of t h e  m i s m a t c h  of  pH a n d  i o n i c  s t r e n g t h  of

s o l u t i o n  (a) o r  (b) a n d  (c) .  A 10 m i n  p u l s e  of r e - a c t i v a t i n g

s o l u t i o n ( c ) w a s  g e n e r a l l y  s u f f i c i e n t  to  r e s t o r e  f u l l  e n z y m e
2+

a c t i v i t y ,  p a r t i c u l a r l y  w i th  Hg , a l t h o u g h  o c c a s i o n a l l y ,  u s i n g  
+ 2'i

A g  o r  Cu  a s  t h e  i n l i ib i t ing  ion,  d i f f i c u l ty  w a s  e x p e r i e n c e d  

i n  r e g a i n i n g  fu l l  e n z y m e  a c t i v i t y ,  due  to  s o m e  u n i d e n t i f i e d  

e f f e c t .

U s i n g  m e r c u r y  a s  t h e  i n h ib i t i n g  ion ,  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  r a n g e
_ 5

10 M c o u ld  b e  d e t e r m i n e d ,  w i th  r e a s o n a b l e

r e p r o d u c i b i l i t y  ( 5%). N o n e t h e l e s s ,  f o r  a c c u r a t e  w o r k  a
2"1

c a l i b r a t i o n  w i t h  an  a c c u r a t e l y  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  of  Hg of 

a  s i m i l a r  c o n c e n t r a t i o n  i s  r e c o m m e n d e d ,  to  h e l p  c o m p e n s a t e
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f o r  f a c t o r s  t h a t  c o u l d  i n t e r f e r e  s u c h  a s  t r a c e  c o n t a m i n a t i o n  f r o m  

th e  t u b i n g  l e a d i n g  to  t h e  r e a c t i o n  m i c r o c o l u m n  b y  t h e  r e  - a c t i v a t o r ,  

t h u s  e f f e c t i v e l y  r e d u c i n g  the- c o n c e n t r a t i o n  of t h e  i n h i b i t i n g  m e t a l  

io n  r e a c h i n g  th e  i m m o b i l i z e d  e n z ^ - m e . T h a t  t h i s  w a s  a  f a c t o r  

i n f l u e n c i n g  i n h i b i t i o n  c o u l d  be  d e m o n s t r a t e d  by  t h e  o b s e r v a t i o n  

t h a t  t h e  f i r s t  i n h i b i t i o n  of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  ( w h e r e  no 

r e a c t i v a t o r  h a d  b e e n  i n t r o d u c e d  in to  t h e  s y s t e m )  w a s  o f t e n  

g r e a t e r  t h a n  e x p e c t e d  f r o m  s u b s e q u e n t  c a l i b r a t i o n s .
9 -L 2 +

A t a b l e  a n d  p lo t  of % i n h i b i t i o n  v s .  c o n e ,  of Hg"' + Cu  a r e  

g i v e n  in  T a b l e  5. 2. 1 . 2 .  a n d  F i g .  5. 2.  1 . 3 .  r e s p e c t i v e l y .

S i m i l a r  s t u d i e s  w e r e  m a d e  on Ag bu t  t h i s  a p p e a r e d  to  s h o w  

g r e a t e r  i r r e p r o d u c i b i l i t y .

T h e  r e l a t i v e  i n h i b i t o r  s t r e : ‘g ths  of s o m e  m e t a l  i o n s  on  g l a s s -  

i m m o b i l i z e d  u r e a s e  a r e  s h o w n  in  T a b l e  5. 2. 1 . 4 . ,  w h e r e  % 

i n h i b i t i o n s  g i v e n  by  i d e n t i c a l  c o n c e n t r a t i o n s  of  m e t a l  i o n s  

a r e  g i v e n .



1 ni

T A B L E  5 . 2 .

2"tT a b l e  of  i n h i b i t i o n  v s ,  cone  . of  Hg u s i n ^  g l a s s  i m m o b i l i z e d

urea se

- 3 2+ 2+
c o n e .  / m o l  d m  % i n h i b i t i o n  (HH ) % i n h i b i t i o n  (Cu )

m e a n m e a n

1 . 0  % 1 0 - s 2 , 1 . 5 ,  2 1 . 8

3 . 0  X 10" 5 5 , 4 , 4 4. 3 _

1 . 0  X 10"^ 1 7 , 1 5 , 1 7 : 6 . 3 3, 3 3 .3

2 . 0  X l o " ^ 30,  28,  31 29.  7 7 , 7 , 6 6. 7

3 . 0  X 10"^ 4 3 , 4 0 , 4 6 - 3 . 0 10, 9 . 5 , 1 1 10. 2

5 . 0  X 1 0 " ^ 5 7 , 5 3 ,  59 5 6 . 3 1 6 , 1 4 , 1 8 1 6 .0

7 . 5  X 1 0"^ 7 2 , 6 7 , 7 5 “ 1 . 3 2 8 , 2 5 , 3 0 . 5 2 7 . 8

1 . 0  X 10"^ 8 5 , 7 9 , 8 6 53. 3 3 ^ 3 5 . 5 , 3 7 36. 5
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TA B L E  5 . 2 .  T. 4.

T a b l e  of % i n h i b i t i o n  fo r  a kr.cnvn c o i i c e n t r a t i o n  of 

m c t a l - i o n  i n h l b i t o r

m e t a l  ion c o n e . / m o l  d m % i n h i b i t i o n

10 -4 1 7 ,1 8

Ag ' ' 10 -4 1 4 , 1 3

H g ^ ' 10-^ 85
+

Ag 10-3 70

10-3 3 8 , 3 6

P b ^ ' lQ-3 0

Ccl^'*’ 10-3 8

C c / ' 10-3 7

10-3 6

10-3 0



D i s c u s s i o n  of  r e s u l t s

D u r i n g  th e  c o u r s e  of t h i s  s tu d y ,  M a t t i a s s o n  e t  a l  (211)  p u b l i s h e d  

t h e  r e s u l t s  of  a  s tu d y  s i m i l a r  to  t h a t  r e p o r t e d  h e r e ,  u s i n g  a  

t h e r m i s t o r  h e a t  s e n s o r .  H o w e v e r ,  t h e r e  a r e  a  n u m b e r  of 

d i f f e r e n c e s  w o r t h y  of  c o m m e n t .

F i r s t l y ,  the  c o n c e n t r a t i o n  of  i n h i b i t o r  r e q u i r e d  t o  a c h i e v e  50%
+ 2+ 2d

i n h i b i t i o n  a r e ,  in  e a c h  of  t h e  c a s e s  f o r  Ag , Hg and  Cu  ,

a p p r o x i m a t e l y  an  o r d e r  o f  m a g n i t u d e  h i g h e r  t h a t  t h o s e  r e p o r t e d

b y  M a t t i a s s o n .  D e s p i t e  r e p e a t e d  a t t e m p t s  to  o p t i m i z e

c o n d i t i o n s  to  a c h i e v e  g r e a t e r  i n h ib i t i o n ,  t h e  p e r c e n t a g e  i n h i b i t i o n

o b t a i n e d  in  t h i s  s t u d y  d id  not  c o m p a r e  w i th  M a t t i a s s o n s .  T h e

r e a s o n  f o r  t h i s  i s  not  a p p a r e n t .

A n o t h e r  d i f f e r e n c e  in  t h e  two s t u d i e s  i s  t h a t  M a t t i a s s o n  et  a l  
d 2d

fo u n d  Ag to  b e  a  s l i g h t l y  s t r o n g e r  i n h i b i t o r  t h a n  Hg ,

w h e r e a s  i n  t h i s  s tu d y ,  t h e  o r d e r  w a s  found  to  b e  r e v e r s e d

t h o u g h  t h e  d i f f e r e n c e  i s  s m a l l .

B o t h  s t u d i e s  a g r e e  in  t h e  f a c t  t h a t  the  c o n c e n t r a t i o n  of  c o p p e r

r e q u i r e d  to  i n h ib i t  t h e  i m m o b i l i z e d  u r e a s e  b y  50% i s

a p p r o x i m a t e l y  5 -6  t i m e s  g r e a t e r  t h a n  the  c o n c e n t r a t i o n  of  
2d

Hg , a n d  t h a t  i o d id e  c a n  b e  u s e d  to  r e - a c t i v a t e  t h e  i n h i b i t e d  

e n z y m e .  In  the  o p i n io n  of  t h e  a u t h o r ,  c y s t e i n e  ( f r e s h l y  

p r e p a r e d )  i s  s u p e r i o r  e v e n  to  i o d i d e .  M a t t i a s s o n  e t  a l  

a p p e a r  on ly  to  h a v e  s t u d i e d  th e  i n h i b i t i o n  b y  Ag , Hg a n d

C u ^ ^  i o n s ,  bu t  i n  t h i s  s t u d y  t h e  i n h i b i t i o n  by  10 P b ^  ,
2d 2d 2d 2d

C d  , Co  , M n  a n d  Ni  h a s  a l s o  b e e n  m e a s u r e d

( T a b l e  5 . 2 .  1 . 4 . ) ,  the  o r d e r  a p p e a r i n g  to  b e  t h e  s a m e  a s  t h a t

o b t a i n e d  by  T o r e n  and  B u r g e r  (214) ,  who u s e d  a  p H - s t a t

d e t e c t i o n  s y s t e m  to m o n i t o r  the  r a t e  of  r e a c t i o n  of u r e a s e  in

s o l u t i o n ,  in  the  p r e s e n c e  of  i n h i b i t o r s .  T h e r e  i s  one  e x c e p t i o n .
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v i z .  , t h a t  t h e  o r d e r  of  s i l v e r  a n d  m e r c u r y  w e r e  a g a i n  r e v e r s e d .

T h e  a p p a r e n t  r e v e r s a l  of t h e  o r d e r  of  i n h i b i t o r y  p o w e r  of  the  
2d d

H g a n d  Ag i p n s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  i s  i n  s o m e  w a y s  w o r r y i n g ,  

a n d  t h e  p o s s i b i l i t y  of  s o m e  p h o t o - o x i d a t i o n  of  s i l v e r  i o n s  m u s t  

b e  c o n s i d e r e d .

A l s o  w o r t h y  of  n o t e  i s  t h e  n o n - l i n e a r i t y  of  t h e  p l o t  o f
2d

i n h i b i t i o n  v s .  c o n e . of  Hg ( F i g .  5 . 2 .  1 . 3 . ) ,  a t  i n l i i b i t i o n  

- 70%, w h i c h  m a y  s u g g e s t  e i t h e r  t h a t  a n  e q u i l i b r i u m  i s  

e s t a b l i s h e d  b e t w e e n  h e a v y  m e t a l  i o n s  b e i n g  b o u n d  to ,  a n d  

w a s h e d  off  th e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  b y  t h e  a q u e o u s  b u f f e r  

s o l u t i o n ,  o r  t h a t  s o m e  of t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  i s  b o u n d  i n  

s u c h  a  w a y  t h a t  b i n d i n g  of  t h e  m e t a l  i o n s  to t h e  r e g u l a t o r y  s i t e s  

( b e l i e v e d  to  b e  s u l p h y d r y l  g r o u p s )  i s  s t e r i c a l l y  o r  c o n f o r m a t i o n -  

a l l y  h i n d e r e d .  T h e  f a i l u r e  of  b u f f e r  a l o n e  ( in  t h e  a b s e n c e  of 

m e t a l - i o n  i n h i b i t o r s )  to  r e s t o r e  a c t i v i t y  to t h e  m e t a l - i n h i b i t e d  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e  f a v o u r s  t h e  l a t t e r  e x p l a n a t i o n .

5. 3. D i s c u s s i o n  of  t h e  m e r i t s  of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  in l i i b i t i o n  

a s  a n  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e

It  a p p e a r s  f r o m  t h e  r e s u l t s  of  bo th  c h o l i n e s t e r a s e  a n d  u r e a s e  

p r e s e n t e d  i n  t h i s  c h a p t e r  ( w h e r e  c o m p e t i t i v e ,  a n d  n o n - c o m p e t i t i v e  

i n h i b i t o r s  h a v e ,  r e s p e c t i v e l y ,  b e e n  s tu d i e d ) ,  t h a t  t h i s  a p p r o a c h  

t o  i n h i b i t o r  a n a l y s i s  i s  s u c c e s s f u l ,  a t  l e a s t  f o r  s o l u t i o n s  k n o w n  

to  c o n t a i n  o n l y  o n e  i n h i b i t o r .  H o w e v e r ,  a  m a j o r  d i s a d v a n t a g e  

o f  t h i s  t y p e  o f  t e c h n i q u e  i s  t h e  l o s s  of  m u c h  o f  t h e  s p e c i f i c i t y  

n o r m a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  e n z y m e s ,  a n d  th e  i n t e r f e r e n c e s  t h a t  

m a y  b e  p r e s e n t  b y  t r a c e  c o n t a m i n a t i o n  of  o t h e r  m e t a l  i o n s ,  

o r  c o m p l e x i n g  a g e n t s  o r  o t h e r  s p e c i e s  w h i c h  m u s t  b e  c o n t r o l l e d  

o r  e l i m i n a t e d .
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F o r  i m m o b i l i z e d  u r e a s e ,  a n d  a  c r u d e  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  m o r e  

t h a n  o n e  s p e c i e s  of  i n h i b i t i n g  m e t a l  ion,  i t  m i g h t  b e  p o s s i b l e  to  

d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  m e t a l  i o n s  b y  s t e p w i s e  r e g e n e r a t i o n  of  t h e  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e  c o l u m n  w i t h  d i f f e r e n t  r e g e n e r a t i n g  a g e n t s .

M a t t i a s s o n  et  a l  (211) ,  c l a i m  to  h a v e  s p e c i f i c a l l y  r e m o v e d
+ 2+ 

i n h i b i t i n g  Ag i n  t h e  p r e s e n c e  of i n h i b i t i n g  Hg , b y  u s e  of

i m i d a z o l e  b u f f e r ,  b u t  a t t e m p t s  to  r e p e a t  t h i s  i n  t h i s  s tu d y ,
2d d

u s i n g  m i x t u r e s  of  Hg a n d  Ag , of  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n s ,  

y i e l d e d  p o o r  r e s u l t s .  A l t e r n a t i v e l y ,  i t  m a y  b e  p o s s i b l e ,  by  

c h o i c e  of  a  s u i t a b l e  c o m p l e x i n g  a g e n t  s e l e c t i v e l y  t o  m a s k  th e  

m a j o r i t y  of  i n t e r f e r i n g - i o n s .

H o w e v e r ,  t h e  m e t a l  i o n s  of  m o s t  c o n c e r n  e n v i r o n m e n t a l l y  t o d a y
d 2d 2d 2d 

( e . g .  Ag  , Hg , Cu  , C d  ) a p p e a r ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  of
2+

P b  , to  b e  t h e  m o s t  e f f e c t i v e  i n h i b i t o r s  of e n z y m e s  ( p a r t i c u l a r l y  

u r e a s e ) ,  a n d  h e n c e ,  d e t e r m i n a t i o n  of  a  " t o t a l  e f f e c t i v e  i n h i b i t o r  

c o n c e n t r a t i o n " ,  o b t a i n e d  w i th o u t  d i s c r i m i n a t i o n  a s  to  h o w  m u c h  

i n h i b i t i o n  i s  a c t u a l l y  b e i n g  e f f e c t e d  by  e a c h  io n ,  m a y  b e  a  u s e f u l  

s c r e e n i n g  t e s t  f o r  p o s s i b l e  p o l l u t i o n  o r  c o n t a m i n a t i o n  s t u d i e s .

W h i l s t  s e n s i t i v i t y  c o m p a r e d  w e l l  w i t h  t h a t  o b t a i n e d  in  d e t e r m i n a t i o n s  

of  s u b s t r a t e s  ( C h a p t e r  3, S e c t i o n  2) , r e p r o d u c i b i l i t y  a n d  p r e c i s i o n  

w e r e  g e n e r a l l y  p o o r e r ,  v a r i a t i o n s  b e t w e e n  i d e n t i c a l  s a m p l e s  w e r e  

f r e q u e n t l y  of  t h e  o r d e r  of  a n d  o c c a s i o n a l l y  ^  10%.
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C H A P T E R  6 ■

D e t e r m i n a t i o n  of e n z y m e  a c t i v a t o r s .

6 . 1 .  R e a c t i v a t i o n  of  i m m o b i l i z e d  a p o - e n z y m e s  b y  t r a c e 

q u a n t i t i e s  of  m e t a l  i o n s .

M a n y  enz-yunes r e q u i r e  t h e  p r e s e n c e  of a  p a r t i c u l a r  m e t a l  i o n
+ 2+ 2+ 2+

( e . g .  K C a  , M g , M n  ) f o r  a c t i v i t y .  W h e n  s u c h  e n z y m e s

a r e  i n v e s t i g a t e d  i n  v i t r o ,  h o w e v e r ,  f e w  of  t h e  a c t i v a t i o n  e f f e c t s

a r e  s u f f i c i e n t l y  s e n s i t i v e  a n d  s p e c i f i c  lO h a v e  a n a l y t i c a l  p o t e n t i a l .

O n ly  o n e  a p p e a r s  to  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  a s  a n  a n a l y t i c a l  m e t h o d ,
2+v i s ,  t h e  a c t i v a t i o n  of  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  by  Mg . A 

m e t h o d  f o r  d e t e r m i n a t i o n  of  m a g n e s i u m  in  b l o o d  s e r u m  i s  b a s e d  

on  t h i s  e f f e c t  (215) .

R e p o r t s  in  th e  l i t e r a t u r e  i n d i c a t e  r h a t  g r e a t e r  s e l e c t i v i t y  a n d  

s e n s i t i v i t y  m a y  b e  a c h i e v e d  b y  u t i l i z i n g  th e  r e - a c t i v a t i o n  of  

a p o - e n z y m e s .  M e t a l l o e n z y m e s  h a v e  s p e c i f i c  m e t a l  i o n s  l o c a t e d  

i n  t h e i r  a c t i v e  c e n t r e s ,  a n d  s u c h  i o n s  p l a y  e s s e n t i a l  r o l e s  i n  

d e t e r m i n i n g  e n z y m e  a c t i v i t y ;  r e m o v a l  of t h i s  p r o s t h e t i c  m e t a l  

ion ,  e.  g.  b y  d i a l y s i s  a g a i n s t  a  s u i t a b l e  c h e l a t i n e  a g e n t ,  r e n d e r s  

t h e  e n z y m e  i n  t h e  f o r m  of  a  m e t a l - d e f i c i e n t  i n a c t i v e  a p o e n z y m e .

T h i s  m a y  b e  s u b s e q u e n t l y  r e a c t i v a t e d  b y  the  r e - i n t r o d u c t i o n  of 

t h e  m e t a l  i o n  w h i c h  h a s  b e e n  r e m o v e d .  Such  a c t i v a t i o n  p r o c e s s e s  

h a v e  b e e n  c l a i m e d  to b e  s e n s i t i v e  a n d  h i g h l y  s e l e c t i v e ,  a n d  v a r i o u s  

g r o u p s  o f  . w o r k e r s  h a v e  u s e d  s u c h  p r i n c i p l e s  t o  d e t e r m i n e  n a n o g r a m  

q u a n t i t i e s  of  z in c  ( 2 1 6 - 2 1 9 ) .

S t o n e  a n d  T o w n s h e n d  (220)  h a v e  e x t e n d e d  t h i s  t e c h n i q u e  to  

c o p p e r  d e t e r m i n a t i o n s  u s i n g  i m m o b i l i z e d  a p o p o l y p h e n o l  o x i d a s e .  

H o w e v e r ,  t h e i r  w o r k  w a s  in  no o t h e r  w a y  s i m i l a r  t o  t h a t  

d e s c r i b e d  l a t e r  i n  t h i s  c h a p t e r ,  i n  t h a t  i m m o b i l i z a t i o n  w a s  on ly
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a t t e m p t e d  to  f a c i l i t a t e  h a n d l i n g  a n d  r e c o v e r y  of  t h e  e n z y m e ,  

a l l  d e t e r m i n a t i o n s  of c o p p e r  b e i n g  d o n e  b y  a  b a t c h  p r o c e s s ,  t h e  

e n z y m e  a c t i v i t y  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  c o p p e r ( I I )  i o n s  b e i n g  

m o n i t o r e d  u s i n g  a n  o x y g e n  e l e c t r o d e .  A t t e m p t s  a r e  d e s c r i b e d  

i n  t h i s  c h a p t e r  to  d e t e r m i n e  t r a c e  ( n a n o g r a m  q u a n t i t i e s ) ,  of m e t a l  

i o n s ,  b a s e d  on  t h e  r e a c t i v a t i o n  of  t h e  i m m o b i l i z e d  a p o e n z y m e ,  

u s i n g  t h e  L K B  1 0 7 0 0 - 1  t o  m o n i t o r  e n z y m e  a c t i v i t y .

6 . 1 . 1 .  D e t e r m i n a t i o n  of  c o p p e r  u t i l i z i n g  i t s  r e a c t i v a t i o n  of 

g l a s s - i m m o b i l i z e d  a p o p o l y p h e n o l  o x i d a s e .

T h e  r e a c t i v a t i o n  of  a p o e n z y m e s  in  s o l u t i o n  b y  t r a c e  q u a n t i t i e s  of 

m e t a l  i o n s  h a s  b e e n  s h o w n  to  p r o v i d e  v e r y  s e n s i t i v e  t e c h n i q u e s  

f o r  d e t e r m i n a t i o n  of  c e r t a i n  i o n s  ( 2 1 6 - 2 1 9 ) .

S e v e r a l  w o r k e r s  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  a p o p o l y p h e n o l  o x i d a s e  f r o m  

p l a n t  (221 ,  222)  a nd  a n i m a l  ( 2 2 3 - 2 2 5 )  s o u r c e s  w a s  o n l y  r e a c t i v a t e d  

b y  c o p p e r ,  a n d  t h a t  the  n a t i v e  e n z y m e  w a s  not  s u s c e p t i b l e  to  

i n h i b i t i o n  o r  a c t i v a t i o n  b y  o t h e r  m e t a l s  (226) .

A t t e m p t s  h a v e  b e e n  m a d e  to  r e m o v e  t h e  p r o s t h e t i c  m e t a l  i o n  

( c o p p e r )  i n  g l a s s - i m m o b i l i z e d  a p o p o l y p h e n o l  o x i d a s e  b y  c h o i c e  

o f  a  s u i t a b l y  s t r o n g  c o m p l e x i n g  l i g a n d ,  a n d  t h e n  t o  r e - a c t i v a t e  

t h e  a p o e n z y m e  w i t h  t r a c e s  of  c o p p e r ( I I )  i o n s ,  u s i n g  t h e  L K B 1 0 7 0 0 - 1  

' m i c r o c a l o r i m e t e r  a s s e m b l y  ( d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r -  3, S e c t i o n - 1 ,  l )  . 

t o  m o n i t o r  t h e  a c t i v i t y  of  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e .

R e a g e n t s  . .......................

P o l y p h e n o l  o x i d a s e  ( E . G .  1 . 1 4 .  18. 1, t y p e  III ,  f r o m  

m u s h r o o m s )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o . ,  U . K .  

C u C l ^ . 2H^O ( a n a l a r ) ,  c a t e c h o l  ( l a b .  r e a g e n t ) ,  a n d  

p o t a s s i u m  c y a n i d e  ( lab .  r e a g e n t )  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  

B . D . H .  C h e m i c a l s  L t d . ,  U . K .  A l l  o t h e r  r e a g e n t s  w e r e  

a s  s t a t e d  in  C h a p t e r  2.
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A l l  g l a s s w a r e  w a s  k e p t  t h o r o u g h l y  c l e a n .  C o n t a i n e r s  w e r e  

w a s h e d  w i t h  a  d e t e r g e n t  ( D E C O N  90 o r  T E E P O L )  f o l l o w e d  

b y  0. IM  E D T A ,  a n d  t h e n  w a s h e d  t h o r o u g h l y  w i t h  d e - i o n i z e d  

w a t e r  p r i o r  to  u s e .

I m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e .

P o l y p h e n o l  o x i d a s e  ( 6 . 2 5  m g ,  25000 u n i t s )  w a s  c o u p l e d  to
2 -  1g l u t a r a l d e h y d e  a c t i v a t e d  a l k y l a m i n e  g l a s s  (O. 5 g, 13.  3 m  g 

s u r f a c e  a r e a ) ,  a s  d e s c r i b e d  in  C h a p t e r  2 S e c t i o n  1 . 2 ,  a n d  p a c k e d  

in to  t h e  L K B  m i c r o c a l o r i m e t e r  in  t h e  u s u a l  m a n n e r .

E x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  a n d  r e s u l t s .

A f t e r  t h e r m a l  e q u i l i b r a t i o n  w a s  c o m p l e t e  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  

v e r i f i e d  b y  o b s e r v a t i o n  of  a  h e a t  p e a k  upon  p a s s a g e  of  a  p u l s e  

of  0. I M  c a t e c h o l  ( t h e  s u b s t r a t e )  i n  0. IM m a l e i c  a c i d  b u f f e r ,  

a d j u s t e d  to  pH 6. 5 w i t h  p o t a s s i u m  h y d r o x i d e .

A t t e m p t s  to r e m o v e  t h e  m e t a l  ion  b y  p a s s i n g  a n  E D T A / b u f f e r  

s o l u t i o n  o v e r  t h e  i m m o b i l i z e d  enz-^rme f a i l e d ,  e v e n  w i t h  0. IM  

c o n c e n t r a t i o n s  of  E D T A .  E v e n t u a l l y  it  w a s  fo u n d  t h a t  c i r c u l a t i n g  

a  2M s o l u t i o n  of  K C N  o v e r  t h e  e n z y m e  (pH 7. 0, i n  m a l e a t e  b u f f e r )  

f o r  1 2 - 2 4  h r e d u c e d  t h e  a c t i v i t y  of t h e  e n z y m e  t o  a n  a c c e p t a b l y  

low l e v e l  ( a c t i v i t y  d e t e r m i n e d  by  u s i n g  0. IM  c a t e c h o l  a s  s u b s t r a t e ) .  

P a s s i n g  a  2-M K C N . b u f f e r  o v e r  .the enz^rme f o r  .72 h  r e m o v e d  a l l  

t r a c e s  of  e n z y m e  a c t i v i t y .  . T h e . e n z y m e  c o u ld  t h e n  b e  r e - a c t i v a t e d  

by  p a s s i n g  t r a c e s  (e .  g. 10 ^g) of a  c o p p e r  (II) s o l u t i o n ,  t h e  a c t i v i t y  

of t h e  e n z y m e  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  e a c h  s a m p l e  o f  c o p p e r  b e i n g  

p l o t t e d  a s  a  f u n c t i o n  of  e i t h e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o r  of  t h e  m a s s  of 

Cu i n  t h e  r e - a c t i v a t i n g  s o lu t i o n .  T h r o u g h o u t  t h e  s e r i e s  of 

e x p e r i m e n t s  a  f lo w  r a t e  a s  low a s  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  r e a s o n a b l e
3

a n a l y s i s  t i m e s  w a s  u s e d  ( 0 . 0 8  c m  / m i n ) ,  b e c a u s e  u p t a k e  of  m e t a l  

i o n  b y  a p o e n z y m e  i s  no t  i n s t a n t a n e o u s ,  a n d  a p p e a r s  to  r e q u i r e  

s o m e  ' i n c u b a t i o n '  t i m e  b e f o r e  m a x i m u m  a c t i v i t y  i s  r e a c h e d .
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I n t e r e s t i n g l y ,  c o p p e r  i n  t h e  n a t i v e  e n z y m e  e x i s t s  a s  Cu(I ) ,  b u t  

t h e  a p o e n z y m e  w i l l  b i n d  c o p p e r ( I I ) ,  t h e  p r o t e i n  s u b s e q u e n t l y  

r e d u c i n g  t h i s  to  Cu(I) ,  a s  d e m o n s t r a t e d  b y  the  d i s a p p e a r a n c e  of a  

C u ^  E P R  s i g n a l  w i th  t i m e  (227) .

2M c y a n i d e  w a s  r e - c i r c u l a t e d  o v e r  t h e  e n z y m e  u s i n g  t h e  s e t - u p  

s c h e m a t i c a l l y  s h o w n  i n  F i g . 6.  1. 1. 1.

peristaltic

I» I)

_KB

b pump assembly 
a=:hypodermic needles 
b=suba-seal

2M KCN
F i g .  6 . 1 . 1 . 1 .



A f t e r  r e c i r c u l a t i o n ,  t h e  a s s e m b l y  w a s  w a s h e d  w i t h  0. I M  m a l e a t e  

b u f f e r  (pH 6. 5), f o r  2 h to  r e m o v e  a l l  t r a c e s  of  c y a n i d e  f r o m  th e  

a p p a r a t u s  a n d  e q u i l i b r a t i o n  t u b in g .  T r a c e  of  c o p p e r  w e r e  

d e t e r m i n e d  b y  t h e  f o l l o w i n g  m e t h o d s  : -

(a) T h e  r e s i d u a l  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  c h e c k e d  u s i n g  a  0. 5 c m ^
3

p u l s e  of  c a t e c h o l  s o l u t i o n  (O. IM ) .  A 0 . 5  c m  a l i q u o t  of  Cu(II)  

s o l u t i o n  of k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  i n j e c t e d , f o l l o w e d  b y  a n o t h e r  0-. 5 c m  

a l i q u o t  of  0. I M  c a t e c h o l  s o l u t i o n ,  th e  c a t e c h o l  s o l u t i o n  b e i n g  m a d e  

up  i n  t h e  m a l e a t e  b u f f e r  ( e x a c t  c o n c e n t r a t i o n  d id  no t  s e e m  to 

m a t t e r  a s  lo n g  a s  t h e  r e a c t i o n  w a s  z e r o  o r d e r  w i t h  r e s p e c t  to  

s u b s t r a t e  ( i . e .  e n z y m e  w a s  ’ s a t u r a t e d '). T h e  a l t e r n a t e  

c o p p e r / s u b s t r a t e  i n j e c t i o n s  w e r e ,  r e p e a t e d ,  a n d  p e a k  a r e a ,  

( c o r r e s p o n d i n g  to  e n z y m e  a c t i v i t y )  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  t o t a l  

m a s s  of  c o p p e r  p a s s e d .  A l t e r n a t i v e l y ,  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  

tw o  s u c c e s s i v e  p e a k  a r e a s  c o u l d  b e  p l o t t e d  a g a i n s t  th e  m a s s  of

c o p p e r  p r e s e n t  i n  t h e  p a r t i c u l a r  s a m p l e .

O
O

1=residual enzym e activity 
Q y-passage  of ions over enzym 
2 ,3 ,4-activity after Cf/ injections

F i g .  6. 1 . 1 . 2 .

o
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2+
I t  w a s  h o p e d  t h a t  a n y  g i v e n  m a s s  of Cu  i n j e c t e d  w o u ld  g ive  a

r e p r o d u c i b l e  a c t i v a t i o n  of t h e  enz-^nne, ( a s  s h o w n  i n  F i g .  6.  1. 1 . 2 . ) ;

h o w e v e r ,  t h i s  w a s  no t  f ound .  A l t h o u g h  t h e r e  w a s  a b s o l u t e l y  no 
24-

d o u b t  t h a t  C u  d id  i n d e e d  r e a c t i v a t e  t h e  a p o e n z y m e ,  t h i s

r e a c t i v a t i o n  w a s  not  r e p r o d u c i b l e ,  a n d  w a s  a l s o  f o u n d  to  be

c r i t i c a l l y  d e p e n d e n t  o n  t h e  t i m e  e l a p s i n g  b e t w e e n  t h e  i n j e c t i o n

of  c o p p e r  an d  t h e  s u b s e q u e n t  c a t e c h o l  i n j e c t i o n ;  t h e  c l o s e r  t h e

c a t e c h o l  i n j e c t i o n  a f t e r  a  low c o n c e n t r a t i o n  of  C u ^  , t h e  l a r g e r
2+

t h e  p e a k  a r e a  o b t a i n e d .  F o r  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  of  Cu  , 

e v e n  t h i s  d id  no t  n e c e s s a r i l y  s e e m  to  h o l d  t r u e .

C o n s e q u e n t l y  i t  w a s  d e c i d e d  to  t r y  a  s t e a d y - s t a t e  m e t h o d  to 

d e t e r m i n e  c o p p e r .  T h i s  h a d  th e  a d v a n t a g e  t h a t  i t  c o u l d  b e  

c o n t i n u o u s l y  m o n i t o r i n g  e n z y m e  a c t i v i t y ,  w h e r e a s  d u r i n g  t h e  

" h e a t - p u l s e "  t y p e  e x p e r i m e n t s ,  e n z y m e  a c t i v i t y  c o u ld  on ly  b e  

m o n i t o r e d  d u r i n g  t h e  p a s s a g e  of  t h e  p u l s e  of c a t e c h o l .

A f t e r  f luda ing  t h r o u g h  w i t h  m a l e a t e  b u f f e r ,  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d ,  

a  s o l u t i o n  of  c a t e c h o l  of  h i g h  e n o u g h  c o n c e n t r a t i o n  to  g iv e  z e r o  

o r d e r  k i n e t i c s  w a s  p a s s e d  o v e r  t h e  e n z y m e ,  u n t i l  a  s t e a d y - s t a t e  

w a s  r e a c h e d ,  f o l l o w e d  b y  a  p u l s e  of c o p p e r  s o l u t i o n  of  k n o w n  

c o n c e n t r a t i o n ,  m a d e  up i n  the  s a m e  sub s t r a t e / b u f f e r  s o l u t i o n .

T h i s  w a s  a l s o  p a s s e d  o v e r  th e  e n z y m e ,  u n t i l  y e t  a n o t h e r  s t e a d y -  

s t a t e  w a s  r e a c h e d  ( e x p e r i m e n t a l l y  a b o u t  30 m i n ) ,  f o l l o w e d  b y  the  

b u f f e r - s u b s t r a t e  s o l u t i o n  a l o n e .  A  t y p i c a l  c h a r t - r e c o r d e r  

t r a c e  i s  a s  s h o w n  i n  F i g .  6 .  1. 1 . 3 .



buffer 
on

b u ffe r+catechol
4*

. c M 4-
4 ' 4 'CO'

2xMjCtf

buffer+catechol only

F i g .  6. 1. 1 . 3 .

A t  low c o n c e n t r a t i o n s  of  c o p p e r ( I I ) ,  s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t
2+

a n d  c o n c e n t r a t i o n  of Cu  w e r e  a p p r o x i m a t e l y  l i n e a r l y  r e l a t e d .
2"t*

H o w e v e r ,  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  of  Cu  , s t e a d y - s t a t e  

d i s p l a c e m e n t  w a s  l e s s  t h a n  e x p e c t e d ,  a n d  a t  s t i l l  h i g h e r  

c o n c e n t r a t i o n s  i n h i b i t i o n  ( n e g a t i v e  d i s p l a c e m e n t ) ,  w a s  o b s e r v e d .

T h e r e  a r e  s e v e r a l  i n t e r e s t i n g  f e a t u r e s  to  t h i s  t r a c e  t h a t  a r e  

w o r t h y  of  c o m m e n t .

F i r s t ,  i t  c o u l d  b e  s e e n  t h a t  the  g e n e r a l  s lo p e  a l w a y s  c o r r e s p o n d e d

to  i n c r e a s i n g  e n z y m e  a c t i v i t y ,  a n d  t h i s  w a s  a t t r i b u t e d  to  t r a c e s  of 
24"

C u  i o n  i n  t h e  d i s t i l l e d  w a t e r ,  o r  to  c o n t a m i n a t i o n  of  t h e  

s o l u t i o n  v e s s e l s  w i th  c o p p e r  i o n s .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  

o b s e r v a t i o n  t h a t  t h i s  g r a d u a l  " r e s i d u a l "  r e a c t i v a t i o n  w a s  not  

r e p r o d u c i b l e .



2+
U p o n  Cu. i o n s  r e a c h i n g  th e  enz^nme t h e  e x p e c t e d  r a p i d  

r e a c t i v a t i o n  o v e r  a  p e r i o d  of s o m e  1 5 - 2 0  m i n  c o u l d  b e  s e e n .  

H o w e v e r ,  the  e n z y m e  a c t i v i t y  t h e n  a p p e a r e d  to  l e v e l  o f f  in  an  

a p p a r e n t  s t e a d y - s t a t e  m a n n e r ,  w h i l s t  c o p p e r  s o l u t i o n  w a s  s t i l l  

p a s s i n g  o v e r  th e  e n z y m e .  W h e n  o n ly  b u f f e r  + s u b s t r a t e  w a s  

t h e n  p a s s e d  o v e r  t h e  e n z y m e ,  t h e  e n z y m e  a c t i v i t y  f e l l  off  a g a in ,  

b u t  no t  q u i t e  to  t h e  l e v e l  e x p e c t e d  b y  e x t r a p o l a t i o n  o f  t h e  o r i g i n a l  

b a s e l i n e  of b u f f e r  + s u b s t r a t e .

I t  w a s  t e n t a t i v e l y  a s s u m e d  t h a t ,  a s  c o p p e r  o r i g i n a l l y  r e a c h e d  t h e

a p o - e n z y m e ,  a  r e l a t i v e l y  l a r g e  p r o p o r t i o n  of  t h i s  c o p p e r  w a s  bound ,

c a u s i n g  a n  i n i t i a l  i n c r e a s e  i n  e n z y m e  a c t i v i t y ,  b u t  f o r  s o m e  r e a s o n

a s  y e t  unknov/n,  m o s t  of t h i s  v /as  o n ly  b o u n d  l o o s e l y  a n d  c o u l d  b e

e a s i l y  w a s h e d  off  a g a i n ,  so  w h i l s t  c o p p e r  w a s  s t i l l  p r e s e n t  i n  the

b u l k  s o l u t i o n ,  a n  e q u i l i b r i u m  w a s  e s t a b l i s h e d  i n  1 5 - 2 0  m i n .  a nd

e n z y m e  a c t i v i t y  d id  not  i n c r e a s e  a f t e r  t h i s .  H o w e v e r ,  w h e n  no

c o p p e r  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  b u lk  s o l u t i o n ,  t h i s  l o o s e l y  b o u n d  c o p p e r

w a s  r a p i d l y  w a s h e d  off, a n d  h e n c e  t h e  e n z y m e  a c t i \ d t y  d e c r e a s e d .

T h a t  i t  d id  not  q u i t e  go b a c k  to  i t s  o r i g i n a l l y  e x p e c t e d  l e v e l  c o u ld

b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  a  l i t t l e  of  t h e  c o p p e r  w a s  f i r m l y  b o u n d

t o  t h e  e n z y m e ,  a n d  w a s  h e n c e  r e t a i n e d .  L i t t l e  w o r k  a p p e a r s  to

h a v e  b e e n  r e p o r t e d  on  t h e  m e c h a n i s m  of r e a c t i v a t i o n  of a p o p o l y -
2+

p h e n o l  o x i d a s e  b y  t h e  C u  . H o w e v e r ,  K e r t e s z  e t  a l  (227)  •

p r o p o s e  a  s c h e m e  b a s e d  o n  E P R  e v i d e n c e  w h e r e b y  f a s t  b i n d in g  
2+of Cu  . i o n s  i s  f o l l o w e d  b y  a  m u c h  s l o w e r  r e d u c t i o n  of p a r t  of

+ . 
t h e  b o u n d  c o p p e r  to  C u  ( the  a c t i v e  s p e c i e s ) ,  y i e l d i n g  t h e  a c t i v e

ho loenz^nm e,  a l t h o u g h  t h e y  a l s o  a d m i t  t h a t  t h e  d a t a  i s  no t

u n a m b i g u o u s ,  a n d  p o s s i b l y  s u b j e c t  to  d i f f e r e n t  i n t e r p r e t a t i o n s .

It  w o u l d  s e e m  f r o m  t h e  e x p e r i m e n t s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  t h a t  t h e

i n i t i a l  b i n d i n g  p r o c e s s  m a y  not  b e  a s  s i m p l e  a s  h a s  b e e n  p r e v i o u s l y

b e e n  a s s u m e d ,  a n d  t h a t  c o p p e r  i n i t i a l l y  b o u n d  to  thTe r e - a c t i v a t e d



a p o e n z y m e  i s  no t  b o u n d  i n  e x a c t l y  t h e  s a m e  w a y ,  o r  a s  s t r o n g ly ,  

a s  c o p p e r  i n  t h e  n a t u r a l  e n z y m e ,  a l t h o u g h  i t  m u s t  h a v e  b e e n  

b o u n d  i n  s u c h  a  w a y  so  a s  to be  a t  l e a s t  p a r t i a l l y  c a t a l y t i c a l l y  

a c t i v e .  M o r e  w o r k  i s  n e e d e d  b e f o r e  t h e  m e c h a n i s m  of  

r e a c t i v a t i o n ,  p a r t i c u l a r l y  t h e  b i n d i n g  s t a g e ,  i s  f u l l y  u n d e r s t o o d .

A t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  of  c o p p e r ,  s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t

w a s  not  a s  l a r g e  a s  e x p e c t e d ,  p r o b a b l y  due e i t h e r  to  i n h i b i t i o n
2+

of  t h e  e n z y m e  b y  e x c e s s  Cu  ( a s  d e f i n i t e l y  s h o w n  a t  s t i l l  

h i g h e r  C u  l e v e l s ) ,  o r  b y  th e  f a c t  t h a t  t h e  e n z y m e  w a s  a c t i v e  

e n o u g h  f o r  o x y g e n  d e p l e t i o n  i n  t h e  b u l k  s o l u t i o n  to  b e c o m e  th e  

r a t e  d e t e r m i n i n g  s t e p  ( s e e  e a r l i e r  r e p o r t s  on " o x i d a s e "  t y p e  

e n z y m e s  i n  C h a p t e r  3. S e c t i o n  2 , 5 ) .

F i n a l l y ,  t h e  e f f e c t  of r e a c t i v a t i o n  b y  s o m e  o t h e r  m e t a l  i o n s  on

t h e  a p o e n z y m e  w a s  i n v e s t i g a t e d .

C o ^  w a s  fo u n d  not  to a c t i v a t e  a t  a l l  
2+ 2+

M n  a n d  Z n  ' a c t i v a t e d  v e r y  s l i g h t l y  ( 10% of  e q u iv .

2*̂  2"̂
F e  a n d ' N i  a c t i v a t e d  s l i g h t l y  ( 20% of  e q u i v .  Cu

Cu r e a c t i v a t i o n )

t e q u iv .  
r e a c t i v a t i o n )

+
a n d  s u r p r i s i n g l y ,  Ag , w h i c h  m a y  h a v e  b e e n  e x p e c t e d

/ r- 2+t o  i n h ib i t ,  a c t i v a t e d  s t r o n g l y  ( c o m p a r a b l e  to  Cu
a c t i v a t i o n ) .

a t  c o n c e n 

t r a t i o n  

h i g h e s t  

c o n c . o f  -

>c -  .
i n  a n a l y t i c 

a l l y  u s e f u l  

r a n g e .

H o w e v e r ,  t h i s  s y s t e m  ( u s i n g  an  " o x i d a s e "  t y p e  e n z y m e ) ,  d o e s  s u f f e r  

s o m e  d i s a d v a n t a g e s .  A s  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  s how n ,  w i t h  o x i d a s e -  

t y p e  e n z y m e s ,  l i n e a r i t y  i s  on ly  o b s e r v e d  w i th  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  

u p  to  a b o u t  5 m M ,  due  to  o x y g e n  d e p l e t i o n  of  t h e  b u f f e r .

W h e n  e n z y m e  a c t i v i t i e s  a r e  b e i n g  d e t e r m i n e d ,  t h e  l i n e a r  r e g i o n  

w o u l d  o n ly  b e  e x p e c t e d  to  e x t e n d  up  to  a n  e n z y m e  a c t i v i t y  h i g h  

e n o u g h  to  r e d u c e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of  s u b s t r a t e  b y  a b o u t  2 .5  m M
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f o r  t h e  s a m e  r e a s o n .

A s  a  c o n s e q u e n c e  of  t h i s ,  t h e  n u m b e r  of r u n s  c a p a b l e  of  b e i n g  

c a r r i e d  out  b y  g r a d u a l  r e a c t i v a t i o n  of t h e  e n z y m e ,  b e f o r e  t h e  

e n z y m e  h a d  to  b e  d e - a c t i v a t e d  a g a i n ,  w a s  l i m i t e d ,  t h e  e x a c t  

n u m b e r  d e p e n d i n g  on t h e  a m o u n t  of r e - a c t i v i t i e s  a c h i e v e d  i n  e a c h  

r u n .

W h i l s t  f o r  o n e  p a r t i c u l a r  s e r i e s  of r u n s ,  r e a c t i v a t i o n  a n d  c o n c e n 

t r a t i o n  of c o p p e r  s e e m e d  to  b e  l i n e a r l y  d e p e n d e n t ,  o n c e  t h e  e n z y m e  

w a s  d e - a c t i v a t e d  a g a i n  t h e  s a m e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c o p p e r  i n j e c t e d  

f o r  t h e  s a m e  t i m e ,  w o u l d  not  n e c e s s a r i l y  p r o d u c e  t h e  s a m e  a m o u n t  

of  r e - a c t i v a t i o n  a s  in  the  p r e v i o u s  s e r i e s  of r u n s ,  a n d  h e n c e  

r e - c a l i b r a t i o n  w o u l d  be  n e c e s s a r y  f o r  e a c h  s e t  of  r u n s .

Tl ie  a c c u r a c y  o f  t h i s  m e t h o d  ( a s  s h o w n  by  th e  r e p r o d u c i b i l i t y  of 

r e s u l t s  in  one  s e r i e s  of r u n s )  d o e s  not  a p p r o a c h  t h e  g e n e r a l l y

o b t a i n e d  in  s u b s t r a t e  a n a l y s i s ,  f r e q u e n t l y  b e i n g  of t h e  o r d e r  

+_ 10%, p r o v i d i n g  a t  b e s t  o n ly  f a i r  a c c u r a c y .  H o w e v e r ,  t h e  v e r y  

low c o n c e n t r a t i o n s  of  c o p p e r  d e t e c t a b l e  s t i l l  m a k e  t h i s  a n  

i n t e r e s t i n g  m e t h o d .

S o m e  r e s u l t s  a r e  t a b u l a t e d  i n  T a b l e s  6 . 1 . 1 .  4, 6.  1 . 1 .  5 a n d  6. 1. 1 . 6 ,  

a n d  s h o w n  g r a p h i c a l l y  i n  F i g .  6. 1. 1. 7.

T a b l e  6.  1 . 1 . 6  i l l u s t r a t e s  w e l l  th e  d i s c r e p a n c i e s  f o u n d  b e t w e e n  

d i f f e r e n t  s e r i e s  of  r u n s ,  a n d  a l s o  t h e  t r e n d  g e n e r a l l y  o b s e r v e d ,  

t h a t  r e - a c t i v a t i o n  t e n d e d  to  d e c r e a s e  w i th  i n c r e a s i n g  n u m b e r  of 

c y a n i d e  t r e a t m e n t s .

It  m a y  b e  w o r t h y  of  n o t e  t h a t  t h e  t h r e e  s e t s  of  r u n s  c a r r i e d  out  in  

T a b l e U l ^ w e r e  no t  t h e  on ly  s e r i e s  of r u n s  c o n d u c t e d ,  n o r  w e r e  t h e y  

n e c e s s a r i l y  s u c c e s s i v e  s e r i e s  of r u n s ,  but. w e r e  o n l y  t h o s e  i n  

w h i c h  c o m p a r a b l e  c o n d i t i o n s  and  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  u s e d .  T h e  

l i s t i n g  i s  c h r o n o l o g i c a l .  . . _ ----



2 06

T a b l e  6. 1 . 1 .  4.

S t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t  v s .  c o n c .  of  i n  a. 30 m i n
3

(2. 4 c m  ) i n j e c t i o n  of  C u C l ^ .  2 H ^O  s o l u t i o n  i n  one  

p a r t i c u l a r  s e t  of  r u n s .

C o n c . C u ^ ^ / m o l  d m  ^ M a s s  of D i s p l a c e m e n t
in  30 m i n  ( i m M  on  10 u V F S D
( 2 . 4  c m ^ )  
p u l s e /  g r a m

3. 7 X 10“ ^ 90 X 1 0 ' 9  2

7. 4 X 10“ ^ 180 X 10"^  3 . 5

18 X 1 0 ' ^  450 X 1 0 ' ^  8

37 X 10"^  900 X 1 0 ' ^  14
-6  -6

74 X 10 1 . 8  x  10 22
-  6 -  6

180 X  10 4 .  5  X  10 10
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T a b l e  6 .  1. 1. 5.

C o m p a r i s o n  of t h e  s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t s  p r o d u c e d  by
3

s u c c e s s i v e  i n j e c t i o n s  of  a  30 m i n  (2.  4 c m  ) p u l s e  o f  18 ju M

C u C l ^ .  2H ^O  s o lu t i o n .

C o n c . C u ^  / m o l  d m M a s s  C u ^  / n g D i s p l a c e m e n t /  m m

18 ^50 21

18 450 18

18 450 17

18 -150 21

T a b le  6. 1. 1. 6.

C o m p a r i s o n  of t h e  s t e a d y - s t a t e  d i s p l a c e m e n t s  p r o d u c e d  b y

i n j e c t i o n  of  a  30 m i n  (2.  4 c m ^ )  p u l s e  of 18 u M C u C l .  2H^O
II

s o l u t i o n .  (450 ng Cu  ) f o r  d i f f e r e n t  r u n s  in  t h e  c h r o n o l o g i c a l  

o r d e r  i n  w h i c h  t h e  v a r i o u s  r u n s  w e r e  c a r r i e d  o u t .

C o n e . C u  / 
m o l  d m "  ^

M a s s  C u ^  / ng D i s p l a c  e m e n t /  m M M e a n
d i s p l a c e m e n t /  m m

1. 18 450 21,  18, 17, 21 19

2.  ' 18 ■ * 450 1 5 , 1 8 1 6 . 5

3. 18 4 ■ 450 S 8 '
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2+
6.  1 . 2 .  R e a c t i v a t i o n  of  a p o - a l l c a l i n e  p h o s p h a t a s e  b y  Z n  i o n s .

C o p p e r  a n a l y s i s  b y  m e a n s  of t h e  r e - a c t i v a t i o n  of  i m m o b i l i z e d  

a p o p o l y p h e n o l  o x i d a s e  w a s  s h o w n  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n  to  b e  

s u b j e c t  to  m a n y  d i f f i c u l t i e s ,  i n c l u d i n g  t h e  n e e d  t o  u s e  c o n c e n t r a t e d  

c y a n i d e  s o l u t i o n s  o v e r  e x t e n d e d  p e r i o d s  of  t i m e  t o  r e m o v e  t h e  

p r o s t h e t i c  m e t a l  i o n s  f r o m  th e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  a n d  t h e  l i m i t e d  

l i n e a r  r a n g e  of  t h e  a c t i v i t y  v s . c o p p e r  c o n c .  p l o t ,  d u e  t o  t h e  

d u a l - s u b s t r a t e  n a t u r e  of  t h e  o x d a s e  t y p e  e n z y m e  ( s e e  C h a p t e r  3. 

S e c t i o n  2. 5 a n d  C h a p t e r  6 .  S e c t i o n  1. 1. ).

C a l f  i n t e s t i n a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( E . C .  3.  1 . 3 . 1 )  h a s  b e e n  

s h o w n  t o  c o n t a i n  z i n c  a s  t h e  p r o s t h e t i c  m e t a l  i o n  ( 2 2 8 ) ,  w h i c h  

c a n  b e  e a s i l y  r e m o v e d  b y  o t h e r  c h e l a t i n g  a g e n t s  ( e .  g.  E D T A ) ,

(229 ,  230) ,  l e a v i n g  a n  a p o e n z y m e  w i t h  no a c t i v i t y .

T o w n s h e n d  a n d  V a u g h a n  (216,  217) h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  m i n u t e  
24-

q u a n t i t i e s  of  Z n  c a n  b e  d e t e r m i n e d  b y  th e  r e a c t i v a t i o n  of a p o -  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  b u t  no a t t e m p t  a p p e a r s  to  h a v e  b e e n  m a d e  

t o  e x t e n d  t h i s  t e c h n i q u e  to  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e .  H e n c e  i t  

w a s  d e c i d e d  to  i n v e s t i g a t e  t h e  s u i t a b i l i t y  of u s i n g  i m m o b i l i z e d  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  of  z i n c  i o n s ,  i n  

c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e  L K B  10700-  1 m i c r o c a l o r i m e t e r  a s s e m b l y  

t o  m o n i t o r  e n z y m i c  a c t i v i t y .

R e a g e n t s

A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( T y p e  1 -S) ,  A c t i v i t y  2 u n i t s  p e r  m g ,  

i m m o b i l i z e d  ( a r a g o s e - b ound )  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  a n d  

p h e n y l p h o s p h a t e  ( s u b s t r a t e )  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a  

( U . K . ) .  A l l  o t h e r  r e a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  B . D . H .  

o r  a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2.

A l l  g l a s s w a r e  w a s  k e p t  t h o r o u g h l y  c l e a n ;  c o n t a i n e r s  w e r e  

w a s h e d  w i t h  a  d e t e r g e n t  ( D E C O N  90 o r  T E E P O L )  f o l l o w e d
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b y  0. IM  E D T A ,  a n d  t h e n  w a s h e d  t h o r o u g h l y  w i t h  d i s t i l l e d  

w a t e r  b e f o r e  u s e  to  r e m o v e  a n y  a d s o r b e d  m e t a l  i o n s .

A l l  s o l u t i o n s  w e r e  m a d e  up u s i n g  d i s t i l l e d  w a t e r  ( f r o m  a 

p o l y t h e n e  c o n t a i n e r ) ,  o r  d e - i o n i z e d  w a t e r .

P r e p a r a t i o n  of i m m o b i l i z e d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e

A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  (50 m g ,  100 u n i t s )  w a s  b o u n d  t o  c o n t r o l l e d
2  -  1

p o r o s i t y  g l a s s  (O. 2 g, 216 .  9 m  g~ s u r f a c e  a r e a ) ,  a n d  to

g l u t a r a l d e h y d e - a c t i v a t e d  a m i n o e t h y l c e l l u l o s e ,  a s  d e s c r i b e d  in

C h a p e r  2 ( S e c t i o n s  1 . 2  a n d  1. 1 r e s p e c t i v e l y ) .  H o w e v e r ,  i n

e a c h  c a s e  v e r y  l i t t l e  f i n a l  a c t i v i t y  w a s  o b t a i n e d ,  b a s e d  o n  t h e
_ 2

h e a t - f l u x  r e g i s t e r e d  w h e n  a  s o l u t i o n  of 5 x  10 M p h e n y l

p h o s p h a t e  w a s  p a s s e d  o v e r  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e ,  i n

e t h a n o l a m i n e  I IC l  b u f f e r  a t  pH 1 0 . 0 ,  t h e  pH a s s o c i a t e d  w i t h

m a x i m u m  e n z y m e  a c t i v i t y ,  i n d i c a t i n g  l i t t l e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y

i n  e i t h e r  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  p r e p a r a t i o n .  C o n s e q u e n t l y ,

a r a g o s e - i m m o b i l i z e d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( 10 u n i t s )  w a s

p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a  U . K . ,  a n d  p a c k e d  in to  t h e  m i c r o c a l o r i m e t e r .

T h i s  g a v e  s a t i s f a c t o r y  a c t i v i t y  w h e n  e t h a n o l a m i n e  H C l  b u f f e r
_ 2

(pH 10. O) c o n t a i n i n g  10 M s u b s t r a t e  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  

e n z y n i e  c o l u m n .

P r e p a r a t i o n  of  th e  i m m o b i l i z e d  a p o - e n z y m e

E x p e r i m e n t a l l y ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  p a s s a g e  of a  2 0 - 2 5  m i n  p u l s e  of

0.  I M  E D  TA, b u f f e r e d  to  pH 1 0 . 0  w i t h  0. 3M e t h a n o l a m i n e  HC l ,
3 - 1  - 2

a t  a  f lo w  r a t e  of 0.  072 c m  m i n  ( i n  t h e  p r e s e n c e  o f  5 x  10 M

p h e n y l  p h o s p h a t e )  r e d u c e d  t h e  i n i t i a l  e n z y m e  a c t i v i t y  b y  o v e r  90%.

T h e  r e m a i n i n g  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  found  d i f f i c u l t  t o  r e m o v e , e v e n

p a s s a g e  of  E D T A  f o r  s e v e r a l  h o u r s  did not  c o m p l e t e l y  r e m o v e  a l l

e n z y m e  a c t i v i t y .  It i s  s p e c u l a t e d  t h a t  t h i s  m a y  h a v e  b e e n  due  t o

c o m p e t i t i o n  b e t w e e n  t h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  a n d  t h e  E D T A  to



2 1 0

b i n d  t h e  t r a c e  q u a n t i t i e s  of z in c  i o n s  s t i l l  p r e s e n t  i n  t h e  b u f f e r  

s o l u t i o n .

R e - a c t i v a t i o n  of  t h e  i m m o b i l i z e d  a o o - a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .

I m m e d i a t e l y  t h e r e  w a s  no E D T A  s o l u t i o n  f l o w in g  o v e r  t h e

i m m o b i l i z e d  a p o - e n z y m e ,  t h e  a p o - e n z y m e  q u i c k l y  b e g a n  to

r e g a i n  a c t i v i t y ,  p r e s u m a b l y  due  to  i t  b i n d i n g  t h e  t r a c e  a m o u n t s

of  z i n c  i o n s  p r e s e n t  i n  t h e  b u f f e r .  T h i s  " b l a n k "  a c t i v a t i o n  c o u l d

b e  m i n i m i z e d  b y  e n s u r i n g  a l l  c o n t a i n e r s  w e r e  s c r u p u l o u s l y  c l e a n ,

( s e e  e a r l i e r ) ,  a n d  u s i n g  o n ly  d e - i o n i z e d  w a t e r  b u t  c o u l d  n e v e r  b e
24"

c o m p l e t e l y  e l i m i n a t e d .  A d d i t i o n  of  t r a c e  q u a n t i t i e s  o f  Z n  

( C 10 "’M) w e r e  fo u n d  to  i n c r e a s e  g r e a t l y  t h i s  r a t e  o f  r e - a c t i v a t i o n .  

H o w e v e r ,  i f  m u c h  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  of  z in c  w e r e  u s e d ,  t h e  

r a t e  of  a c t i v a t i o n  w a s  d e c r e a s e d ,  p r e s u m a b l y  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  

e x c e s s  z i n c  a l s o  i n h i b i t s  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( 2 3 1 ) .  I n d e e d ,  e v e n  

t h e  p a s s a g e  of a n  e x t r e m e l y  d i lu t e  10 ^M) s o l u t i o n  of  z i n c  i o n s

f o r  a n  e x t e n d e d  p e r i o d  of t i m e  c o u l d  b e  s h o w n  t o  i n l i i b i t  t h e  e n z y m e  

a c t i v i t y  i f  t h e  s o l u t i o n  w a s  p a s s e d  lo n g  e n o u g h .

2+
F i g .  6 .  1 . 2 . 1 .  s h o w s  t h e  e f f e c t  of E D T A ,  Z n  i o n s  a n d  t h e  

" b l a n k "  e f f e c t  o b s e r v e d  w h e n  th e  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  c o n t i n u o u s l y  

m o n i t o r e d  b y  i n c l u s i o n  of 50 x 10 p h e n y l  p h o s p h a t e  i n  t h e  b u f f e r

( e t h a n o l a m i n e  H C l ,  pH  10. O).

T h r o u g h o u t  a l l  t h e  s e r i e s  of e x p e r i m e n t s ,  a  f l o w  r a t e  a s  low a s
3 -1

w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  r e a s o n a b l e  a n a l y s i s  t i m e s  ( 0 . 0 7 2  c m  m i n  , 

g iv in g  a n  a n a l y s i s  r a t e  of  a p p r o x i m a t e l y  8 p e r  6 h) ,  w a s  u s e d  to  

m a x i m i z e  t h e  s e n s i t i v i t y  of t h e  t e c h n i q u e .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,

a n d  u s i n g  b u f f e r s  a n d  o t h e r  s o l u t i o n s  m a d e  up of  d e - i o n i z e d  w a t e r ,
3 3 6

i t  w a s  p o s s i b l e  to  d e t e c t  1 c m  of 0. 00025  m g  c m   ̂ (1 0  M) of
2 !

Z n S O  . 7H O, c o r r e s p o n d i n g  r o u g h l y  to  58 ng of  Z n
4 2 _ -  ■ -
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I n t e r p r e t a t i o n  of  r e s u l t s  .

A l t h o u g h  i t  w a s  t h o u g h t  a t  f i r s t  t h a :  s i m p l y  t h e  m e a s u r e m e n t  of 

t h e  d i f f e r e n c e  i n  e n z y m e  a c t i v i t y  b e t w e e n  th e  r e s i d u a l  a c t i v i t y ,  

a n d  t h e  e n z y m e  a c t i v i t y  a f t e r  a  g i v e n  t i m e  of p a s s a g e  of t h e  z in c  

i o n s  w o u l d  b e  th e  m o s t  l o g i c a l  a p p r o a c h  i n  p r a c t i s e ,  i t  w a s  found  

t h a t  t h e  r e l a t i v e l y  c o n c e n t r a t e d  E D T A  s o lu t i o n ,  d i f f u s i n g  b a c k  in to  

t h e  z i n c  s o l u t i o n ,  o f t e n  g a v e  a n o m a l o u s  r e s u l t s  a t  t h e  b e g i n n i n g  

of  a  r u n .  T h i s  w a s  s h o w n  b y  the  i n i t i a l  c o n c a v e  c u r v a t u r e  o f  t h e  

e n z y m e  a c t i v i t y  p lo t  u p o n  t h e  s lu g  o f  z in c  i o n s  r e a c h i n g  t h e  

i m m o b i l i z e d  a p o - e n z y m e .  C o n s e q u e n t l y ,  i t  w a s  d e c i d e d  to  t a k e  

t h e  m a x i m u m  r a t e  of r e a c t i v a t i o n  ( w h i c h  u s u a l l y  o c c u r r e d  f o r  

s e v e r a l  m i n ) ,  e x t r a p o l a t e  t h i s  m a x i m u m  r a t e  ( s l o p e )  b a c k  to  t h e  

b a s e l i n e ,  a n d  m e a s u r e  t h e  g r a d i e n t  of t h i s  l i n e  ( a s  s h o w n  i n  

F i g . 6 .  1 . 2 . 2 . ) .  T h i s  w o u l d  g ive  a n  i d e n t i c a l  r e s u l t  to  t h e  

i n c r e a s e  i n  e n z y m e  a c t i v i t y  i n  a  g i \  en  t i m e  h a d  t h e r e  b e e n  no 

m i x i n g  w h a t s o e v e r  of  t h e  e x t r e m e l y  d i lu t e  z in c  s o l u t i o n  w i t h  t h e  

p r e c e d i n g  E D T A  s o l u t i o n ,  a n d  w o u l d  t h u s  e l i m i n a t e  e f f e c t s  due  to  

m i x i n g  of  E D T A  an d  z i n c  s o l u t i o n s  p r i o r  to  t h e i r  r e a c h i n g  t h e  

i m m o b i l i z e d  a p o e n z y m e .

gradien

time
F i g .  6 .  1 . 2 . 2
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P l o t s  of  ( m a x i m u m )  r a t e  of  r e a c t i v a t i o n  v s .  - l o g  ( c o n e . of  z in c  

i o n s )  a n d  a g a i n s t  c o n c e n t r a t i o n  of  z i n c  i o n s  , a r e  s h o w n  i n  

F i g . 6 . 1 . 2 . 3 .

A s  i n  t h e  c o p p e r / a p o p o l y p h e n o l  o x i d a s e  s y s t e m ,  r e a c t i v a t i o n  a n d  

c o n e ,  of  m e t a l  ionz  w e r e  a p p r o x i m a t e l y  l i n e a r l y  r e l a t e d  a t  low 

c o n c e n t r a t i o n s  of  m e t a l  i o n s ,  and  a g a i n  r e p r o d u c i b i l i t y  w a s  p o o r ,  

w i t h  v a r i a t i o n s  b e t w e e n  i d e n t i c a l  r u n s  f r e q u e n t l y  b e i n g  of  t h e  o r d e r  

o f + 1 0 % .

A l s o ,  a s  in  the  c a s e  of  a p o p o l y p h e n o l  o x i d a s e ,  o t h e r  m e t a l  i o n s  

c o u l d  b e  s h o w n  to i n t e r f e r e ,  p a r t i c u l a r l y  c o b a l t  m a n g a n e s e  a n d  

t h e  a l k a l i n e  e a r t h  m e t a l s .

M o r e  w o r k  i s  n e e d e d  to  e s t a b l i s h  q u a n t i t a t i v e l y  h o w  m u c h  i n t e r 

f e r e n c e ,  i f  any ,  o t h e r  m e t a l  i o n s  w i l l  g iv e ,  b u t  f u r t h e r  w o r k  w a s  

p r e c l u d e d  b y  t h e  r e l a t i v e  i n s t a b i l i t y  of e v e n  t h e  c o m m e r c i a l l y  

p r e p a r e d  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  ( s h o w i n g  a  90% l o s s  of  a c t i v i t y  

o v e r  a  100 h w o r k i n g  p e r i o d ) .  B e f o r e  t h i s  s y s t e m  w i l l  b e  of  a n y  

a n a l y t i c a l  v a l u e  i m m o b i l i z a t i o n  t e c h n i q u e s  w i l l  h a v e  to  b e  d e v e l o p e d  

w h i c h  r e n d e r  t h e  a p o e n z y m e  m u c h  m o r e  s t a b l e .

6 . 1 . 3 .  A  b r i e f  d i s c u s s i o n  of  the  m e r i t s  of  t h e  a p o e n z y m e  r e a c t 

i v a t i o n  t e c h n i q u e  a s  a  m e a n s  of a n a l y s i s  o f  t r a c e  q u a n t i t i e s  

of  m e t a l  i o n s ,  a n d  p o s s i b l e  o t h e r  u s e s .

Of  t h e  tw o  s y s t e m s  t r i e d ,  e a c h  s u f f e r e d  f r o m  s e r i o u s  l i m i t a t i o n s .  

C o m m o n  to  b p t h  w e r e  t h e  r e l a t i v e  i r r e p r o d u c i b i l i t y  o f  r e a c t i v a t i o n  

u s i n g  i d e n t i c a l  s a m p l e s  of t h e  a c t i v a t i n g  m e t a l  i o n ,  a n d  t h e  i n t e r 

f e r e n c e  of  c e r t a i n  o t h e r  m e t a l  i o n s .  R e g e n e r a t i o n  o f  i m m o b i l i z e d  

a p o p o l y p h e n o l  o x i d a s e  w a s  a  long  a n d  t e d i o u s  p r o c e s s  u s i n g  

d a n g e r o u s  c h e m i c a l s ,  w h i l s t  a p o a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  a l t h o u g h  

e a s y  to  r e g e n e r a t e  a p p e a r s ,  in  c o m m o n  w i t h  t h e  f r e e  a p o e n z y m e  

(232) ,  r a t h e r  u n s t a b l e .
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A l t h o u g h  the  s e n s i t i v i t y  of e a c h  m e t h o d  w a s  e x c e l l e n t ,  5 0 - 1 0 0  ng 

of  m e t a l  i o n  b e i n g  d e t e c t a b l e ,  t h e  p r o b l e m s  e n c o u n t e r e d  w o u l d  

s e e m  t o  m a k e  t h e s e  p a r t i c u l a r  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  u n s u i t a b l e  

f o r  r o u t i n e  a n a l y s i s  of  t r a c e  m e t a l s ,  b u t  t h a t  d o e s  n o t  m e a n  t h a t  

s o m e  of  t h e  m a n y  o t h e r  m e t  a l i o  e n z y m e s  a v a i l a b l e  t o d a y  m i g h t  no t  

b e  e m i n e n t l y  s u i t a b l e  f o r  s u c h  d e t e r m i n a t i o n s ,  a n d  {in t h e  a u t h o r ' s  

v i e w ) ,  m u c h  m o r e  w o r k  i s  n e e d e d  i n  t h i s  p o t e n t i a l l y  i n t e r e s t i n g  

f i e l d  ( s e e  C h a p t e r  7).

O n e  a c a d e m i c a l l y  v e r y  i n t e r e s t i n g  p o i n t  c o n c e r n i n g  t h e  b i n d i n g  

m e c h a n i s m  i n  t h e  r e a c t i v a t i o n  of  a p o p o l y p h e n o l  o x i d a s e  h a s  

a l r e a d y  b e e n  m e n t i o n e d ,  a n d  i t  E ippe a r s  t h a t  a  t e c h n i q u e  s u c h  a s  

t h e  o n e  d e s c r i b e d  i n  t h i s  c h a p t e r  i s  o n e  of t h e  f e w  t h a t  w i l l  e n a b l e  

t h e  a c t i v i t y  of  a  c o n s t a n t  a m o u n t  of  e n z y m e  t o  b e  c o n t i n u o u s l y  

m o n i t o r e d  a s  m a n y  v a r i a b l e s  a r e  a l t e r e d ,  a n d  s u c h  a  t e c h n i q u e  

s h o u l d  b e  of u s e  i n  t h e  s t u d y  of  e n z y m e  m e c h a n i s m s .
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C H A P T E R .  7 

C o n c l u d i n g  r e m a r k s

S e c t i o n  7. 1

A c h i e v e m e n t s  of  t h e  w o r k  d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s .

T h i s  t h e s i s  i s  p r i m a r i l y  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  of  

a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  b a s e d  on t h e  c o m b i n a t i o n  o f  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e s  a n d  h e a t  m e a s u r i n g  d e v i c e s .

U n t i l  r e l a t i v e l y  r e c e n t l y ,  l i t t l e  c a l o r i m e t r i c  w o r k  h a d  b e e n  

p e r f o r m e d  on b i o l o g i c a l  o r  b i o c h e m i c a l  s y s t e m s ,  d o u b t l e s s  

d u e  to  t h e  l a c k  of  s e n s i t i v i t y  and  p r e c i s i o n  of c a l o r i m e t e r s  

t h a t  w e r e  a v a i l a b l e .  H o w e v e r ,  th e  m o r e  r e c e n t  i n t r o d u c t i o n  

o f  s o p h i s t i c a t e d  c o m m e r c i a l  h e a t  l e a k  t y p e  m i c r o c a l o r i m e t e r s  

b a s e d  o n  t h e  o r i g i n a l  d e s i g n  by  W a d s o  and  o t h e r s  (133) ,  a n d  

t h e  a d v e n t  of v e r y  s m a U  a n d  h i g h l y  s e n s i t i v e  t e m p e r a t u r e  

m e a s u r i n g  d e v i c e s  h a s  e n a b l e d  v e r y  p r e c i s e  h e a t  a n d  

t e m p e r a t u r e  m e a s u r e m e n t s  to b e  c a r r i e d  ou t  o n  s m a l l  s a m p l e  

v o l u m e s .

M o s b a c h  a n d  c o - w o r k e r s  a t  L u nd ,  Sw eden ,  a n d  t o  a  l e s s e r  

e x t e n t ,  C a r r ' s  g r o u p  i n  G e o r g i a ,  U S A ,  h a v e  u t i l i z e d  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  t o  d e t e r m i n e  a  n u m b e r  o f  e n z y m e  

s u b s t r a t e s  b y  m e a s u r i n g  t h e  t e m p e r a t u r e  i n c r e a s e  ( c a u s e d  b y  

t h e  e n z y m e - c a t a l y z e d  t r a n s f o r m a t i o n  of t h e  s u b s t r a t e  t o  p r o d u c t )  

w i t h  a  t h e r m i s t o r ,  b u t  r e p o r t s  in  t h e  l i t e r a t u r e  c o n c e r n i n g  t h e  

c o m b i n a t i o n  of  h e a t - l e a k  t y p e  f l o w  m i c r o c a l o r i m e t e r s ,  a n d  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s ,  n u m b e r  o n l y  t h r e e  ( 1 5 4 - 1 5 6 ) ,  a n d  e v e n  

i n  t h e s e ,  no s e r i o u s  a t t e m p t  a p p e a r s  to  h a v e  b e e n  m a d e  t o  

o p t i m i z e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s .

A s  a  c o n s e q u e n c e ,  t h e  m a j o r i t y  of  w o r k  d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s
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w a s  c a r r i e d  ou t  u t i l i z i n g  t h e  w e l l - r e c o g n i z e d  a d v a n t a g e s  

o f  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  i n  c o m b i n a t i o n  w i th  a n  L K B  

10 7 0 0 - 1  f low  m i c r o c a l o r i m e t e r ,  ( d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3, 

S e c t i o n  1. I . )  f o r  m e a s u r e m e n t  of  h e a t .  A f t e r  o p t i m i z i n g  

t h e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  ( C h a p t e r  3, S e c t i o n  1 . 2 . ) ,  i t  

w a s  p o s s i b l e  to  d e t e r m i n e  a  n u m b e r  of  e n z y m e  s u b s t r a t e s  

( C h a p t e r  3, S e c t i o n  2) i n  c o n c e n t r a t i o n s  of, t y p i c a l l y ,
_ 5

2 x 1 0  M. T h i s  s e n s i t i v i t y  a p p e a r e d  g e n e r a l l y  h i g h e r  

t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  b y  o t h e r  g r o u p s ,  u s i n g  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e s  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  e i t h e r  t h e r m i s t o r s ,  o r  s i m i l a r  

h e a t - l e a k  t y p e  m i c r o c a l o r i m e t e r s ,  a l t h o u g h  t h e  a n a l y s i s  

r a t e  w a s  c o n s i d e r a b l y  s l o w e r  t h a n  t h o s e  u s i n g  t h e  f o r m e r  

t y p e  of  t r a n s d u c e r ,  due  to  t h e  r e l a t i v e l y  h i g h  t i m e  c o n s t a n t  

( 3 h : l30 s e c )  o f  t h e  LK B  m i c r o c a l o r i m e t e r .  T h e  c r i t i c a l  

e f f e c t  of  th e  c o r r e c t  c h o i c e  of b u f f e r  up o n  s e n s i t i v i t y  i n  

c e r t a i n  c a s e s ,  ( C h a p t e r  3. S e c t i o n s  2. 1 a n d - 2 . 2 )  h a s  b e e n  

d e m o n s t r a t e d ,  a n d  i n  o t h e r  c a s e s  t h e  l i m i t i n g  e f f e c t  of  f a c t o r s  

s u c h  a s  d i s s o l v e d  o x y g e n  on  a n a l y t i c a l  r a n g e s  ( C h a p t e r  3. 

S e c t i o n  3. 5) h a s  b e e n  e m p h a s i z e d .

U s i n g  a  l ow  f l o w  r a t e ,  a n d  l a r g e  e x c e s s  of  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e ,  to  e n s u r e  c o m p l e t e  c o n v e r s i o n  of  s u b s t r a t e  to  

p r o d u c t ,  i t  h a s  b e e n  p o s s i b l e  to  m e a s u r e  q u a n t i t a t i v e l y  

t h e  o v e r a l l  r e a c t i o n  e n t h a l p y  f o r  t h e  h y d r o l y s i s  o f  u r e a ,  

a n d  a l s o  s e v e r a l  s e m i - s y n t h e t i c  p e n i c i l l i n s ,  i n  v a r i o u s  

b u f f e r s  ( C h a p t e r  3. S e c t i o n  2. 1 a n d  2 . 2 ) .  In  a d d i t i o n  to  

s e m i - s y n t h e t i c  p e n i c i l l i n s  q u a l i t a t i v e  c o r r e l a t i o n  o f  

s t r u c t u r e  t o  o v e r a l l  e n t h a l p y  of  h y d r o l y s i s  h a s  b e e n  p o s s i b l e .  

G r o u p s  u s i n g  s i m i l a r  t e c h n i q u e s ,  b u t  i n c o r p o r a t i n g  t h e r m i s t o r s  

a s  h e a t  s e n s o r s ,  h a v e  not  q u a n t i f i e d  s u c h  e n t h a l p y  c h a n g e s  

d u e  t o  d i f f i c u l t i e s  i n  c a l i b r a t i o n .
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T h e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e / h e a t - l e a J k  m i c r o c a l o r i m e t e r  

c o m b i n a t i o n  a p p e a r s  t o  b e  t h e  m e t h o d  of  c h o i c e  f o r  

d e t e r m i n i n g  o v e r a l l  e n t h a l p i e s  o f  s u c h  r e a c t i o n s ,  b e c a u s e  

o f  t h e  g r e a t e r  n u m b e r  of d e t e r m i n a t i o n s  t h a t  c a n  b e  c a r r i e d  

o u t  p e r  u n i t  t i m e ,  a n d  p e r  u n i t  e n z y m e  b y  t h i s  t e c h n i q u e ,  

a s  o p p o s e d  to  t h e  e s s e n t i a l l y  b a t c h  t e c h n i q u e s  w h i c h  m u s t  

b e  u s e d  v / i th  s o l u b l e  e n z y m e s ,  n e c e s s i t a t i n g  l o n g  t h e r m a l  

e q u i l i b r a t i o n  p e r i o d s  b e t w e e n  e a c h  r u n ,  a n d  e x t r a v a g a n t  

u s e  of  e x p e n s i v e  e n z y m e s .

D e v i c e s  i n c o r p o r a t i n g  t h e r m i s t o r s  a s  h e a t  s e n s o r s  h a v e  

a l s o  b e e n  c o n s t r u c t e d  ( C h a p t e r  3. S e c t i o n  3), b u t  w e r e  

f o u n d  t o  s h o w  r a t h e r  p o o r  s e n s i t i v i t y  t h a n  t h e  L K B  a s s e m b l y .  

T h e  c o m b i n a t i o n  of  a  n y l o n  t u b e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  a n d  

t h e r m a l  d e t e c t o r  d e s c r i b e d  in  C h a p t e r  3, S e c t i o n  3. 3. 

a p p e a r s  to  b e  n o v e l .

T h e  tw o  n o n - t h e r m a l  d e t e c t i o n  s y s t e m s  u t i l i z i n g  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  4 w e r e  i n t e n d e d  p r i m a r i l y  to  

s e r v e  a s  i l l u s t r a t i o n s  of  s o m e  o t h e r  r e p o r t e d  t e c h n i q u e s  

f o r  t h e  d e t e r m i n i n g  of e n z y m e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s ,  

a n d  t o  e n a b l e  f i r s t - h a n d  i n s i g h t  i n t o  t h e  r e l a t i v e  a d v a n t a g e s ,  

d i s a d v a n t a g e s  a n d  l i m i t a t i o n s  of  t h e  t e c h n i q u e s  t o  b e  g a i n e d .  

A s  no s e r i o u s  a t t e m p t  w a s  m a d e  t o  o p t i m i z e  e x p e r i m e n t a l  

c o n d i t i o n s ,  i t  w a s  no t  f e l t  f a i r  to  c o m p a r e  s e n s i t i v i t i e s  o r  

r e p r o d u c i b i l i t i e s  bu t ,  j u d g in g  b y  r e p o r t s  a p p e a r i n g  in  t h e  

l i t e r a t u r e ,  t h e  h e a t - l e a k  t y p e  d e t e c t o r  a p p e a r s  to  c o m p a r e  

w e l l  w i t h  m o s t  o t h e r  d e t e c t i o n  s y s t e m s  w i th  r e s p e c t  to  b o t h  

f a c t o r s .

T h e  e x t e n s i o n  of  t h i s  t e c h n i q u e  to  i n h i b i t o r s  i s  d e s c r i b e d  

i n  C h a p t e r  5. A l t h o u g h  a n  i s o l a t e d  p a p e r  b y  M a t t i a s s o n
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e t  a l  (2 1 1 ) a p p e a r e d  a t  t h e  s a m e  t i m e  a s  t h e  u r e a s e  i n h i b i t i o n

w o r k  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  5, S e c t i o n  2, w a s  b e i n g  u n d e r t a k e n ;

no o t h e r  r e p o r t s  c o n c e r n i n g  i n l i i b i t o r  d e t e r m i n a t i o n s  u s i n g

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  h a v e  b e e n  f o u n d .  U s i n g  t h i s  t e c h n i q u e ,  
2+ +

H g  a n d  Ag c a n  b e  d e t e r m i n e d  i n  c o n c e n t r a t i o n s  a s  low 

a s  10 ^M. A l t h o u g h  m a n y  r e p o r t s  ( 207) c o n c e r n e d  w i t h

t h e  d e t e r m i n a t i o n  of o r g a n o p h o s p h o r o u s  c o m p o u n d s ,  b a s e d  on  

t h e  i n h i b i t i o n  o f  a c e t y l  c h o l i n e s t e r a s e ,  h a v e  a p p e a r e d  i n  t h e  

l i t e r a t u r e ,  l i t t l e  w o r k  a p p e a r s  to  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  on  

t h e  i n h i b i t i o n  o f  i m m o b i l i z e d  c h o l i n e s t e r a s e s  b y  r e v e r s i b l e ,  

c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r s ,  d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  t h e  c o m b i n a t i o n  

o f  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  a n d  r e v e r s i b l e  i n h i b i t o r s  a r e  a b l e  to  

g i v e  r e a s o n a b l y  q u i c k  a s s a y s ,  a n d  t h a t  s o m e  p h a r m a c o l o g i c a l l y  

a c t i v e  a l k a l o i d s ,  e.  g. e s e r i n e ,  o w e  t h e i r  a c t i v i t y  to  a n  

i n h i b i t o r y  m e c h a n i s m  (209) .

T h e  c o m b i n a t i o n  of a  t h e r m a l  d e t e c t i o n  s y s t e m  a n d  i m m o b 

i l i z e d  c h o l i n e  S t  e r a s  e s  w a s  s h o w n  ( C h a p t e r  5. S e c t i o n  l ) ,  to  

p r o v i d e  a  q u i c k  a s s a y  m e t h o d  f o r  s o m e  of  t h e  s t r o n g e r  

i n h i b i t o r s  of  c h o l i n e  s t e  r a s e s  w i t h o u t  t h e  n e e d  f o r  a  s p e c i f i c  

r e g e n e r a t i n g  s t e p  to  r e g a i n  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  a c t i \ ' i t y .

T h e  h y p o t h e s i s  h a s  b e e n  a d v a n c e d  t h a t  s u c h  a  t e c h n i q u e  

c o u l d  b e  u s e d  a s  a n  i n i t i a l  s c r e e n i n g  t e s t  f o r  p h a r m a c o l o g i c a l  

a c t i v i t y  of  c e r t a i n  p o t e n t i a l  d r u g s  a c t i v e  i n  t h e  c h o l i n e r g i c  

n e r v o u s  s y s t e m ,  e s p e c i a l l y  a s  e n z y m e s  c o u l d  b e  i m m o b i l i z e d  

o n  s u p p o r t s  s i m i l a r  to  t h o s e  w h e r e  t h e  e n z y m e s  o c c u r  

i n  v i v o , t h u s  p r o v i d i n g  a  good  i n  v i t r o  m o d e l  of  a n  i n  v ivo  

s y s t e m  t h a t  w o u l d  p r o b a b l y  s h o w  m o r e  r e a l i s t i c  r e s u l t s  

t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  f r o m  a n y  o t h e r  e n z y m e  i n h i b i t i o n  

s y s t e m .
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C h a p t e r  6 d e s c r i b e s  a t t e m p t s  t o  a d a p t  s u c h  t e c h n i q u e s  to  

a p o e n z y m e  a c t i v a t o r s .  M u c h  of  t h i s  w o r k  w a s  i n  m a n y  

w a y s ,  r a t h e r  d i s a p p o i n t i n g ,  f o r  r e a s o n s  d i s c u s s e d  i n  t h e  

c h a p t e r .  H o w e v e r ,  t h e r e  a p p e a r s  to  b e  no d o u b t  t h a t  

r e - a c t i v a t i o n  of t h e  a p o e n z y m e  i s  p o s s i b l e  u s i n g  e x t r e m e l y  

lo w  c o n c e n t r a t i o n s  of  m e t a l  i o n s ,  t h e  p r i n c i p l e  p r o b l e m s  

a r i s i n g  o u t  of  a  l a c k  o f  r e p r o d u c i b i l i t y ,  a nd  r a t h e r  p o o r  

s p e c i f i c i t y .

S e c t i o n  7. 2 S u g g e s t i o n s  f o r  f u t u r e  w o r k

(a) D e t e r m i n a t i o n  of  e n z y m e  s u b s t r a t e s

It  w o u l d  a p p e a r  t h a t  p r o v i d e d  one  c a n  i m m o b i l i z e  e n o u g h  

a c t i v e  e n z y m e ,  a l m o s t  a n y  e n z y m e  s u b s t r a t e  c a n  b e  

d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e r m a l  t e c h n i q u e s '  s i m i l a r  t o  t h o s e  

d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3 of  t h i s  t h e s i s ,  w i t h  h i g h  s e n s i t i v i t y ,  

a c c u r a c y  a n d  r e p r o d u c i b i l i t y .  M o s t  c o m m e r c i a l l y  

a v a i l a b l e  e n z y m e s  h a v e  now b e e n  i m m o b i l i z e d  a n d  u s e d  i n  

c o n j u n c t i o n  w i t h  v a r i o u s  h e a t - s e n s i n g  d e t e c t o r s  t o  d e t e r m i n e  

s u b s t r a t e s  ( s e e  T a b l e  1 . 3 .  3 . 1 . ,  a n d  C h a p t e r  3 o f  t h i s  t h e s i s ) .

H o w e v e r ,  w h e r e  a n  e n z y m e  i s  n o t  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  

o r  i s  p r o h i b i t i v e l y  e x p e n s i v e  s c o p e  w o u l d  a p p e a r  to  g r o w  

e n z y m e - c o n t a i n i n g  c e l l s  i n  a  f e r m e n t e r ,  a n d  s u b s e q u e n t l y  

to  p u r i f y ,  a t  l e a s t  p a r t i a l l y ,  t h e  e n z y m e  by  e s t a b l i s h e d  

m e t h o d s  d e s c r i b e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e .  One  o b v i o u s  e x a m p l e  

of  a  s p e c i e s  of  g r e a t  i n t e r e s t  to  t h e  a n a l y t i c a l  c h e m i s t  i s  

t h e  n i t r a t e  i o n  (NO^ ), w h i c h ,  a l t h o u g h  a n  e s s e n t i a l  n u t r i e n t  

f o r  m i c r o - o r g a n i s m s ,  c a n  p r e s e n t  a  h e a l t h - h a z a r d  to  i n f a n t s ,  

l i v e s t o c k  a n d  d u r i n g  p r e g n a n c y  (2 59). T h e  e n z y m e  n i t r a t e  

r e d u c t a s e ,  e v e n  i f  i m m o b i l i z e d ,  w o u ld  a p p e a r  p r o h i b i t i v e l y  

e x p e n s i v e  ( a p p r o x .  £400 p e r  g/  1 0 u n i t s  f r o m  S i g m a  i n
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J a n u a r y  1980) f o r  r o u t i n e  a s s a y s .  H o w e v e r ,  S e n n  e t  a l  

( 108) h a v e  d e s c r i b e d  a  m e t h o d  of  p r e p a r a t i o n  o f  n i t r a t e  

r e d u c t a s e  f r o m  a n a e r o b i c a l l y  g r o w n  E . C o l i  ( C r o o k ' s  s t r a i n ) ,  

a n d  h a v e  i n d e e d  u t i l i z e d  i m m o b i l i z e d  n i t r a t e  r e d u c t a s e  

t o  d e t e r m i n e  th e  n i t r a t e  ion ,  in  c o n j u n c t i o n  w i t h  a  s p e c t r o -  

p h o t o m e t r i c  d e t e c t i o n  s y s t e m .  S u c h  a  p r o c e d u r e  s h o u l d  

a l s o  b e  r e a d i l y  a d a p t a b l e  to  t h e r m a l  d e t e c t i o n  s y s t e m s ,  

w i t h  t h e  a d d e d  a d v a n t a g e  o f  e l i m i n a t i n g  th e  n e e d  f o r  

s u b s e q u e n t  a u x i l i a r y  r e a c t i o n s  t o  d e t e r m i n e  t h e  n i t r i t e - i o n  

p r o d u c e d  ( e . g .  d i a z o  c o u p l in g ) .

In  t h e  o p i n i o n  of t h e  a u t h o r ,  t h e r e  w o u ld  a p p e a r  t o  b e  a t  

l e a s t  f o u r  o t h e r  p o t e n t i a l l y  i n t e r e s t i n g  a r e a s  i n  w h i c h  t h e  

c o m b i n a t i o n  of  m i c r o c a l o r i m e t r y  a n d  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  

m a y  h a v e  a n a l y t i c a l  p o t e n t i a l .  T w o  o f  t h e s e  h a v e  b e e n  

b r i e f l y  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r s  5 a n d  6 of t h i s  t h e s i s ,  b u t  

t h e  o t h e r s  h a v e  not  y e t  b e e n  i n v e s t i g a t e d  f o r  l a c k  o f  t i m e .

(b) I n h i b i t o r s  of  i m m o b i l i z e d  e n z w m e s

A p a r t  f r o m  a n a l y t i c a l  d e t e r m i n a t i o n s  of o r g a n o p h o s p h o r o u s  

n e r v e  g a s e s  a n d  p e s t i c i d e s ,  l i t t l e  o t h e r  w o r k  a p p e a r s  to  

h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  t h a t  u t i l i z e s  th e  m o n i t o r i n g  of  t h e  

a c t i v i t y  of  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  a s  a  t e c h n i q u e  f o r  t h e  

d e t e r m i n a t i o n  o f  i n h i b i t o r s ,  a l t h o u g h  M a t t i a s s o n  e t  a l  

(211)  h a v e  r e p o r t e d  w o r k  of  a  s i m i l a r  n a t u r e  to  t h a t  

d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  5, S e c t i o n  2 of  t h i s  t h e s i s .  T r a c e  

q u a n t i t i e s  o f  i n h i b i t o r s  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r e m e n t  

o f  t h e  r e d u c t i o n  i n  a c t i v i t y ,  o r  d e c r e a s e  i n  r e a c t i o n  r a t e  o f  

m a n y  e n z y m e s  i n  s o l u t i o n .  S o m e  of t h e s e  a r e  s h o w n  i n  

T a b l e  7. 2 . 1 .
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( s o l u b l e )  e n z y m e r e f e r e n c e

i n v e r t a s e (233)

i n v e r t a s e ( 234 ,  235)

g l u c o s e  o x i d a s e (236)

H g ^ ^ x a n t h i n e  o x i d a s e (237)

F " a c i d  p h o s p h a t a s e (238)

C N " h y a l u r o i d a s e (239)

s ^ - p e r o x i d a s e (240 )

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e (2 31)

B e ' + a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e (241)

A d d i t i o n a l l y ,  m a n y  o t h e r  s p e c i e s  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  b y  

t h e i r  i n h i b i t i o n  of  t h e  a p p r o p r i a t e  e n z y m e ( s )  i n  s o l u t i o n ,  

a n d  t h e s e  h a v e  b e e n  r e v i e w e d  b y  G u i l b a u l t  ( 242) .

A l l  t h e s e  s y s t e m s  h a v e  t h e  p o t e n t i a l  to  b e  a d a p t e d  t o  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  ( w i th  t h e r m a l  d e t e c t i o n  s y s t e m s ) .

S o m e  m a y  w e l l  p r o v e  m o r e  s e n s i t i v e  a n d  r e p r o d u c i b l e  

t h a n  t h e  s y s t e m s  a l r e a d y  r e p o r t e d  in  t h i s  t h e s i s .

( c )  A c t i v a t o r s  o f  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s

A s  y e t  n o t h in g  a p p e a r s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  c o n c e r n i n g  a n a l y t i c a l  

d e t e r m i n a t i o n s  of  i m m o b i l i z e d  a p o e n z y m e s ,  o r  i m m o b i l i z e d  

i n h i b i t e d  e n z y m e  r e a c t i v a t o r s ,  u s e d  i n  c o n t i n u o u s  f l o w  

s y s t e m s .
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T h e  r e a c t i v a t i o n  p r o c e d u r e s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  6 of  t h i s  

t h e s i s  a p p e a r ,  f o r  a  v a r i e t y  of  r e a s o n s ,  to  g i v e  r a t h e r  

d i s a p p o i n t i n g  r e p r o d u c i b i l i t y  o r  s e l e c t i v i t y ,  a l t h o u g h  t h e  

s e n s i t i v i t y  of t h e s e  t e c h n i q u e s  a p p e a r s  e x c e l l e n t .

A t t e n t i o n  s h o u l d  b e  g i v e n  to  a  r e p o r t  b y  L e h k y  a n d  S t e i n  

(218) ,  w h o  h a v e  d e t e r m i n e d  z in c  i o n s  u s i n g  t h e  r e a c t i v a t i o n  

of  a p o a m i n o p e p t i d a s e ,  w h i c h  a p p e a r s  i d e a l  a s  t h e  a p o e n z y m e  

i s  v e r y  s t a b l e  a n d  h i g h l y  s p e c i f i c .  A d d i t i o n a l l y  a  s p e c i a l l y  

m a d e  c h e l a t i n g  a g e n t  ( C h e l e x  X -  1 00) w a s  u s e d ,  w h i c h  c o u l d  

e a s i l y  b e  i n c o r p o r a t e d  in to  t e c h n i q u e s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  

t h e s i s ,  t h u s  a v o i d i n g  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  p o s s i b l e  

c y a n i d e  p o i s o n i n g  of  t h e  e n z y m e .  A g a in ,  s u c h  a  p r o c e d u r e  

s h o u l d  b e  r e a d i l y  a d a p t a b l e  to  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s ,  a n d  

on ly  a  s h o r t a g e  o f  t i m e  p r e v e n t e d  th e  a u t h o r  m a k i n g  a  

s t u d y  o f  t h i s  s y s t e m  p e r s o n a l l y .

B a u m  a n d  C z o k  (215)  h a v e  r e p o r t e d  t h a t ,  i n  t h e  a b s e n c e  of  
2+M g i o n s ,  th e  e n z y m e  i s o c i t r i c  d e h y d r o g e n a s e  ( IC D H ) ,  

s h o w s  no a c t i v i t y  t o w a r d s  i t s  s u b s t r a t e ,  i s o c i t r a t e ,  a n d  

h a v e  u s e d  t h i s  e f f e c t  to  d e t e r m i n e  t r a c e s  of  m a g n e s i u m  i o n s .  

T h i s  p r o c e d u r e  s h o u l d  b e  e q u a l l y  a p p l i c a b l e  t o  i m m o b i l i z e d  

I C D H .

A n o t h e r  t o p i c  o f  i n t e r e s t ,  t h a t  d o e s  not  a p p e a r  i n  t h e '  

l i t e r a t u r e ,  i s  t h e  r e a c t i v a t i o n  of  h e a v y - m e t a l  i n h i b i t e d  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s .  M e a l o r  a n d  T o w n s h e n d  (233)  h a v e  

r e p o r t e d  s u c h  a  t e c h n i q u e  u s in g  e n z y m e s  i n  s o l u t i o n ,  a n d  

h a v e  r e p o r t e d  d e t e r m i n a t i o n s  of  c y a n i d e  a.nd s u l p h i d e ,  b a s e d  

on  t h e  r e a c t i v a t i o n  of  m e t a l - i n h i b i t e d  i n v e r t a s e .  S u c h  a  

p r o c e d u r e  s h o u l d  b e  e a s i l y  a d a p t a b l e  to  i m m o b i l i z e d  u r e a s e
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( w h e r e  i t  h a s  a l r e a d y  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  r e a c t i v a t i o n  

o f  t h e  m e t a l - i n h i b i t e d  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  c a n  b e  o b t a i n e d  

b y  i o d id e ) ,  and ,  a s  i n  o t h e r  c a s e s ,  o n l y  a  s h o r t a g e  of  t i m e  

h a s  p r e v e n t e d  t h e  a u t h o r  f r o m  i n v e s t i g a t i n g  t h i s  p o s s i b i l i t y .

(d) I m m o b i l i z e d  w h o l e  c e l l s  ( f o r  r e v i e w  of  i m m o b i l i z a t i o n  

m e t h o d s  f o r  w h o l e  c e l l s ,  s e e  (243 ) ) .

T h e  low  s t a b i l i t y  of  i n t r a c e l l u l a r  e n z y m e s  h a s  s o m e t i m e s  

c a u s e d  d i f f i c u l t y  i n  o b t a i n i n g  a c t i v e  i m m o b i l i z e d  e n z y m e  

p r e p a r a t i o n s .  In  t h e  c a s e  of  d e t e r m i n a t i o n  of  c e p h a l o 

s p o r i n s ,  M a t s u m o t o  e t  a l  (2 4 4 ) h a v e  found  i t  a d v a n t a g e o u s  

t o  i m m o b i l i z e  w h o l e  c e l l s  of  c i t r o b a c t c r  f r e u n d i i  ( w h i c h  

p r o d u c e  c e p h a l o s p o r i n a s e ) ,  r a t h e r  t h a n  to  i m m o b i l i z e  

t h e  p u r i f i e d  e n z y m e  i t s e l f ,  b e c a u s e  of  i t s  r e l a t i v e  

i n s t a b i l i t y .

T h e  f a c t  t h a t  t h e  l i v i n g  c e l l  p o s s e s s e s  e n z y m e  a c t i v i t i e s  

f o r  a  b r o a d  s p e c t r u m  of  s u b s t r a t e s  c o u l d  b e  a d v a n t a g e o u s  

w h e n  w h o l e  c e l l s  a r e  u s e d  i n  t h e  q u a l i t a t i v e  a n a l y s i s  of  

c o m p l e x  m e d i a  ( e .  g . m e a s u r e m e n t  of  t h e  t o t a l  c o n t e n t  of 

b i o d e g r a d a b l e  m a t e r i a l s  i n  w a s t e  w a t e r s  - k n o w n  a s  

b i o l o g i c a l  o x y g e n  d e m a n d ,  o r  w h e n  u s e d  a s  p o i s o n  d e t e c t o r s ) .  

G l u c o s e  h a s  b e e n  d e t e r m i n e d  b y  M a t t i a s s o n  e t  a l  (49) ,  u s i n g  

t h e  c o m b i n a t i o n  of  i m m o b i l i z e d  s a c c h a r o m y c e s  c e r v i s e a e  

a n d  a  t h e r m a l  d e t e c t o r .

H o w e v e r ,  a p a r t  f r o m  t h i s  i s o l a t e d  r e p o r t ,  l i t t l e  e l s e  a p p e a r s  

i n  t h e  l i t e r a t u r e  on  t h e  c o m b i n a t i o n  of  i m m o b i l i z e d  w h o l e  

c e l l s  a n d  t h e r m a l  d e t e c t i o n  s y s t e m s .

M a t t i a s s o n  (245)  h a s  r e c e n t l y  r e v i e w e d  t h e  p o t e n t i a l  u s e s  

o f  i m m o b i l i z e d  w h o l e  c e l l s ,  a n d  t h e r e  a p p e a r  t o  b e  m a n y
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a p p l i c a t i o n s  e m i n e n t l y  s u i t a b l e  f o r  u s e  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  

m i c r o c a l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n  s y s t e m s ,  e.  g. d e t e r m i n a t i o n  

o f  n i c o t i n i c  a c i d  u s i n g  i m m o b i l i z e d  l a c t o b i l l u s  a r a b i n o s u s , 

o r  g l u t a m i n e  u s i n g  i m m o b i l i z e d  s a r c i n a  f l a v a .

( e) I m m u n o c h e m i s t r y

T h e  u s e  of  i m m u n o s o r p t i o n  f o r  t h e  a s s a y  of  e n d o g e n o u s  a n d  

e x o g e n o u s  c o m p o u n d s  i n  b i o l o g i c a l  f l u i d s  h a s  r e c e i v e d  

e n o r m o u s  a t t e n t i o n  d u r i n g  t h e  l a s t  d e c a d e .  F i r s t l y ,  

r a d i o i m m u n o a s s a y  (RIA)  w a s  d e v e l o p e d  ( 2 4 6 , 2 4 7 ) .  H o w e v e r ,  

m o l e c u l e s  l a b e l l e d  w i t h  g a m m a - e m i t t i n g  i s o t o p e s ,  s u c h  a s  

i o d i n e - 125 h a v e  a  r e l a t i v e l y  s h o r t  s h e l f  l i f e ;  h e a l t h  h a z a r d s  

m a y  b e  i n v o l v e d  i n  t h e i r  p r e p a r a t i o n ;  r a d i o a c t i v e  a n d  

o r g a n i c  w a s t e  m u s t  b e  s a f e l y  d i s p o s e d  of,  a n d  t h e  e q u i p m e n t  

r e q u i r e d  t o  m e a s u r e  r a d i o a c t i v i t y  i s  e x p e n s i v e .  A  m o r e  

r e c e n t ,  a n d  p o s s i b l y  m o r e  u s e f u l  t e c h n i q u e  t h a t  h a s  b e e n  

d e v e l o p e d  i s  k n o w n  a s  a n  e n z y m e  l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  

a s s a y  (E L I S A )  ( 2 4 8 - 2 5 0 ), a n d  t e c h n i q u e s  b a s e d  o n  b o t h  R I A  

a n d  E L I S A  a r e  n ow  in  u s e  i n  c l i n i c a l  a n a l y s i s .  T h e s e ,  

a n d  o t h e r  s i m i l a r  t e c h n i q u e s ,  h a v e  r e c e n t l y  b e e n  r e v i e w e d  

b y  O ' S u l l i v a n  (251)  a n d  b y  I s h i k a w a  (252) .

T h e  c o m b i n a t i o n  of  t h e  E L I S A  t e c h n i q u e ,  w i t h  a  t h e r m a l  

d e t e c t i o n  s y s t e m  ( t e r m e d  t h e r m o m e t r i c  e n z y m e - l i n k e d  

i m m u n o s o r b e n t  a s s a y ,  o r  T E L I S A ) ,  h a s  r e c e n t l y  b e e n  

r e p o r t e d  b y  M a t t i a s s o n  e t  a l  ( I 8 O), a n d  a l l o w s  a  m u c h  w i d e r  

c h o i c e  of  l a b e l l i n g  e n z y m e s  t h a n  o t h e r  t e c h n i q u e s .  A s  

' M a t t i a s s o n  a p p e a r s  o n l y  to  h a v e  i n v e s t i g a t e d  t h e  d e t e r m i n a t i o n  

o f  h u m a n  s e r u m  a l b u m i n  (HSA) i n  a  m o d e l  s tu d y ,  u s i n g  t h e  

s y s t e m  a n t i  H S A / H S A ,  w i t h  c a t a l a s e  a s  t h e  m a r k e r  e n z y m e ,  

t h e r e  w o u l d  s e e m  to b e  m u c h  s c o p e  to  e x t e n d  t h i s  t e c h n i q u e
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f u r t h e r ,  e . g .  p r o g e s t e r o n e / a n t i  p r o g e s t e r o n e ,  p r o s t a g l a n d i n  

( A^,  B ^, E^ ,  E^ ,  o r  F ^ u ) /  c o r r e s p o n d i n g  a n t i  p r o s t a g l a n d i n ,

t e s t o s t e r o n e / a n t i  t e s t o s t e r o n e .  A l l  t h e  r e a g e n t s  a r e  c u r r e n t l y  

a v a i l a b l e  f r o m  S i g m a .

(f) A p p l i c a t i o n s  o u t s i d e  of  a n a l y s i s

N o t  to  l o o k  b e y o n d  a n a l y s i s  f o r  a p p l i c a t i o n s  o f  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e s  w o u ld ,  i n  t h e  o p i n i o n  of  t h e  a u t h o r ,  b e  v e r y  s h o r t 

s i g h t e d .  T h e  v e r s a t i l i t y  of  t h e s e  r e a g e n t s  h a s  a l r e a d y  

b r o u g h t  a b o u t  t h e i r  u s e  i n  t h e  f ood  i n d u s t r y  ( 2 5 3 - 2 5 5 ) .

T a b l e  7 . 2 . 2 .  s u m m a r i z e s  i n d u s t r i a l  p r o c e s s e s  t h a t  a r e  

e i t h e r  i n  p r o d u c t i o n ,  o r  a t  p i l o t  p l a n t  s t a g e ,  u s i n g  

i m m o b i l i z e d  e n z y m e s .
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p r o d u c t

g l u c o s e

g l u c o s e / f r u c t o s e  

L - a m i n o  a c i d s

s t a r t i n g  m a t e r i a l

c o r n  s t a r c h  

g l u c o s e

a c e t y l  D L - a m i n o  
a c i d s

6 - a m i n o p e n i c i l l a n i c  b e n z y l  p e n i c i l l i n  
a c i d

i m m o b i l i z e d  e n z y m e ( s )

a - a m y l a s e  + g l u c o a m y l a s e  

g l u c o s e  i s o m e r a s e  

a m i n o a c y l a s e

L - a s p a r t i c  a c i d

p e n i c i l l i n  a m i  da  se  

a m m o n i u m  f u m a r a t e  a s p a r t a s e

p r o c e s s

r e d u c t i o n  of l a c t o s e  i n  m i l k

m a n u f a c t u r e  a n d  m o d i f i c a t i o n  of  
c o r t i c o s t e r o i d s ,  f o r  t r e a t m e n t  
of a r t h r i t i s

P - g a l a c t o s i d a s e  

v a r i o u s  e n z y m e s

M o d i c a t i o n  of  e d i b l e  f a t s  a n d  f o o d  p r o d u c t s  v a r i o u s  e n z y m e s .
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B e r e z i n  a n d  V a r f o l o m e e v  (256) ,  h a v e  d i s c u s s e d  s o m e  e n e r g y -  

r e l a t e d  a p p l i c a t i o n s  o f  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  a n d ,  i n  t h e  

o p i n i o n  o f  t h e  a u t h o r ,  t o p i c s  s u c h  a s  b i o e l e c t r o c a t a l y s i s  a n d  

e l e c t r o d e  p r o c e s s e s  a c c e l e r a t e d  b y  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  

s h o u l d  p r o v e  w o r t h y  of  s tu d y .

R e p o r t s  o n  o t h e r  e n e r g y - r e l a t e d  a p p l i c a t i o n s  o f  i m m o b i l i z e d  

e n z y m e s ,  s u c h  a s  a l c o h o l  p r o d u c t i o n  b y  m a g n e t i c a l l y  

i m m o b i l i s e d  y e a s t s  (257) ,  a n d  t h e  u s e  of  a d s o r b e d  c e l l u l a s e  

i n  t h e  c o n t i n u o u s  c o n v e r s i o n  of  c e l l u l o s e  to  g l u c o s e  (258) ,  

h a v e  a l s o  a p p e a r e d .  T h e s e  a r e  o n l y  a  f ew  o f  t h e  i d e a s  

t h a t  r e a d i l y  s p r i n g  to  m i n d .  I n d e e d ,  a n y  p r o c e s s  t h a t  i s  

c a p a b l e  of  b e i n g  c a r r i e d  ou t  b y  e n z y m e s  h a s  t h e  p o t e n t i a l  

t o  b e  a d a p t e d  to  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s .  A l t h o u g h  s u c h  

a d a p t a t i o n  m a y ,  f o r  a n y  of  a  m u l t i t u d e  of f a c t o r s ,  n o t  a l w a y s  

b e  a d v a n t a g e o u s ,  i n  o t h e r s  i t  m a y  m e e t  w i th  s p e c t a c u l a r  

s u c c e s s .  D e s p i t e  t h e  l a r g e  v o l u m e  of  l i t e r a t u r e  

a p p e a r i n g  o n  t h e  s u b j e c t  o v e r  t h e  l a s t  f ew  y e a r s ,  a p p l i c a t i o n s  

o f  i m m o b i l i z e d  e n z y m e s  i n  m a n y  a r e a s  a r e  s t i l l  i n  t h e i r  

i n f a n c y ,  o r  e v e n  a s  y e t  u n r e a l i z e d .
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A p p e n d i x  I

S t r u c t u r e s  o f  L - a m i n o  a c i d s  of  i m p o r t a n c e  i n  p r o t e i n  c h e m i s t r y

A l l  L - a m i n o  a c i d s  a r e  b a s e d  on  t h e  f o l l o w i n g  s t r u c t u r e ,  w h e r e  

t h e  R - g r o u p  d i s t i n g u i s h e s  u n i q u e l y  o n e  p a r t i c u l a r  a m i n o  a c i d  

f r o m  a n y  o t h e r .

H

Q

H - O

‘NH.

N a m e

A l a n i n e

A r g i n i n e

R - g r o u p

■

- C H  - C H  - C H  - N H - C ^^
A s p a r t i c  a c i d

A s p a r g i n e

C y s t e i n e

G l u t a m i c  a c i d

G l u t a m i n e

G l y c i n e

H i s t i d i n e

C H ^ - C O O H

C H ^ - C O N H ^

CH - S H  
2

C H ^ - C H ^ - C O O H

C H  - C H  - C O N H  
2 2 2

- H

C H ^ - C

C H

N-
H

I s o l e u c i n e

L e u c i n e

L y s i n e

C H ( C H ^ ) - C H ^ - G H ^

C H ^ _ C H _ ( C H ^ ) ^  

C H ^-C H ^ -C H ^ _C H ^ -N H ^
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A p p e n d i x  1 - c o n t i n u e d  

N a m e

M e t h i o n i n e

P h e n y l a l a n i n e

S e r i n e

T h r e o n i n e

T r y t o p h a n

T y r o s i n e

R - g r o u p

- C H  - C H  - S - C H  
2 2 3

- C H ^ - C . H  
2 6 5

- C H  - O H
2

- C H - C HI 3
OH

- C H

- C H - Q v - O H

V a l i n e - C H ( C H ^ ) ^

T w o  a l p h a - i m i n o  a c i d s  a r e  a l s o  of  i m p o r t a n c e  i n  p r o t e i n  

c h e m i s t r y ,  n a m e l y : -

N a m e  S t r u c t u r e

P r o l i n e
COCq

H

H y d r o x y p r o l i n e
OCH



2 2 9

A p p e n d i x  2

E s t i m a t i o n  of t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f u n c t i o n a l  g r o u p s  on  t h e  

s u r f a c e  of  c o n t r o l l e d  p o r o s i t y  g l a s s .

R e a g e n t s

3 - g l y c i d o x y p r o p y l  t r i m e t h o x y  s i l a n e  ( G P T S )  w a s  

o b t a i n e d  f r o m  P h a s e  S e p a r a t i o n s  L td ,  D e e s i d e  

I n d u s t r i a l  E s t .  , Q u e e n s f e r r y ,  C l w y d  C H 5  2 L R ,  U .K .  

S o d i u m  m e t a p e r i o d a t e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  B . D . H ,  

C h e m i c a l s  L t d . ,  P o o l e ,  U . K .

P o t a s s i u m  i o d i d e  (99 .  5+ % p u r e )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  

M a y  a n d  B a k e r  L t d . ,  D a g e n h a m ,  U . K .

A l l  o t h e r  r e a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  a s  s t a t e d  i n  

C h a p t e r  2.

E x p e r i m e n t a l  p r o c e d u r e s

T h e  3 - g l y c i d o x y p r o p y l  d e r i v a t i v e  of  g l a s s  w a s  p r e p a r e d  i n  

a n  i d e n t i c a l  m a n n e r  to  t h e  3 - a m i  n o p r o p y l  d e r i v a t i v e  d e s c r i b e d  

i n  C h a p t e r  2, S e c t i o n  1 . 2 . ,  b y  u s i n g  3-  g l y c i d o x y p r o p y l  

t r i m e t h o x y  s i l a n e  ( G P T S ) ,  i n s t e a d  of  3 - a m i n o p r o p y l t r i e t h o x y  

s i l a n e .  It w a s  a s s u m e d  t h a t  e q u a l  c o n c e n t r a t i o n s  of  f u n c t i o n a l  

g r o u p s  w o u l d  b e  p r e s e n t  i n  b o t h  d e r i v a t i v e s .

H a v i n g  e f f e c t i v e l y  r e p l a c e d  a n  - N H  g r o u p  w i t h  a  C H - Ç H

OH OH

g r o u p ,  i t  w a s  t h e n  p o s s i b l e  to  d e t e r m i n e  th e  c o n c e n t r a t i o n  

o f  d i o l  g r o u p s  u s i n g  a  m o d i f i c a t i o n  of M a l a p r a d e ' s  m e t h o d  

f o r  d e t e r m i n a t i o n  of v i c i n a l  d i o l s ,  b a s e d  on  o x i d a t i o n  a n d  

c l e a v a g e  w i th  e x c e s s  m e t a p e r i o d i c  a c id ,  f o l l o w e d  b y  r e a c t i o n  

o f  t h e  e x c e s s  m e t a p e r i o d i c  a c i d  w i t h  a c i d i f i e d  p o t a s s i u m  i o d i d e ,  

a n d  t i t r a t i o n  of  t h e  l i b e r a t e d  i o d i n e  w i t h  s t a n d a r d  t h i o s u l p h a t e
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s o l u t i o n ,  u s i n g  s t a r c h  a s  i n d i c a t o r  ( 2 6 0 - 2 6 2 ) ,  a s  s h o w n  in  

t h e  f o l l o w i n g  r e a c t i o n  s c h e m e  ( F i g . A.  2. I .  )

OH  OH

s u p p o r t  - C H  - C H  - C H  - O - C H  - C H  - C H  + H IO  ---------- >
2 2 2 2 2 4

s u p p o r t  - C H ^ - C H ^ - C H ^ - O - C H ^ - C H O  + H. C H O  + H10^+ H^O

H I O ^  + 21 - + 2H^ s o l u t i o n ^  + H ^ Q  + h IO^

u n r e a c t e d  e x c e s s

I ,  + 2Na_ S O ------------- >  2 N a l  ^ N a ,  O,
Ù L c. 5 2 4 o

F i g .  A.  2. 1 .

_ 2
S o d i u m  m e t a p e r i o d a t e  s o l u t i o n  ( a p p r o x .  50 x  10 M) w a s  

p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  1 0 . 7  g of s o d i u m  m e t a p e r i o d a t e  

i n  d i s t i l l e d  w a t e r  c o n t a i n i n g  2 5 . 0  c m ^  of  0. I M  H ^ S O ^ ,  a n d  

m a k i n g  up t o  one  l i t r e  o f  s o lu t i o n .

3
200  c m  of  a p p r o x i m a t e l y  0 . 2 5 M  p o t a s s i u m  i o d i d e  s o l u t i o n

3
w a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  8 . 3  g i n  200 c m  o f  0 .  I M  

p h o s p h a t e  b u f f e r ,  a n d  a d j u s t i n g  t h e  pH to 7. 5.

3
T w o  " b l a n k "  t i t r a t i o n s  w e r e  run ,  b y  p i p e t t i n g  20 .  00 c m  of

3
e a c h  s o l u t i o n  in to  a  100 c m  c o n i c a l  f l a s k ,  a l l o w i n g  t o  r e a c t

f o r  10 m i n ,  a n d  t i t r a t i n g  t h e  l i b e r a t e d  i o d in e  w i t h  0. 1 0 0 4 4 M

s t a n d a r d i z e d  s o d i u m  t h i o s u l p h a t e  s o l u t i o n ,  u s i n g  s t a r c h  a s
3

i n d i c a t o r  o v e r  t h e  l a s t  1 -2  c m  of  t h e  t i t r a t i o n .

3
2 0 .  00 c m  a l i q u o t s  of s o d i u m  m e t a p e r i o d a t e  s o l u t i o n  w e r e  

t h e n  a l l o w e d  to  r e a c t  w i t h  1. 00 g o f  f u n c t i o n a l i z e d  c o n t r o l l e d
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p o r o s i t y  g l a s s  f o r  2 h  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  ( w i th  m a g n e t i c  

s t i r r i n g ) ,  a n d  f o l l o w e d  b y  a d d i t i o n  of  t h e  b u f f e r e d  p o t a s s i u m  

i o d i d e  ( 20 c m  ), t h e  l i b e r a t e d  i o d i n e  b e i n g  t i t r a t e d  a s  

p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( s e e  T a b l e  A.  2.  2.  ).

F r o m  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t i t r a t i o n  v o l u m e s  b e t w e e n  t h e  b l a n k  

a n d  t h e  f u n c t i o n a l i z e d  g l a s s ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of  f u n c t i o n a l  

g r o u p s  ( d io l  g r o u p s )  on  t h e  g l a s s  c o u l d  b e  c a l c u l a t e d .

T a b l e  A.  2. 2 .

T i t r a t i o n  of  l i b e r a t e d  i o d i n e  w i t h  0.  10044-M s o d i u m  t h io  s u l p h a t e  s o ln .

V o l .  o f  0. IOO44 M m e a n /  c m ^  m e a n  c o n c .  of
f u n c t i o n a l  (d io l)N a ^ S ^ O ^  r e q u i r e d

f o r  e q u i v a l e n c e /  
c m ^

g r o u p s  
( u - e q u i v  g - 1

( s e e  c a l c u l a t i o n  be lo w )

1 9 . 7 0 ,

1 8 . 5 0 ,

1 9 . 6 0

1 8 . 8 0

1 3 . 8 0

1 9 . 6 5

1 8 . 6 5

1 3 .8 2

5 0 . 2

2 9 2 . 8

b l a n k

c o n t r o l l e d  
p o r o s i t y  g l a s s  
( 1 3 .  3 m Z  g - 1  
s u r f a c e  a r e a )

c o n t r o l l e d  1 3 . 8 5 ,  
p o r o s i t y  g l a s s
( 2 1 6 . 9  m ^g" 1
s u r f a c e  a r e a )

OH OH

a s  - C H  - CH ^  = 2 N a ^ S ^ O ^ ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f u n c t i o n a l

g r o u p s  on  t h e  s u r f a c e  of  t h e  c o n t r o l l e d  p o r o s i t y  g l a s s  i s  g i v e n

b y  ,

, . - 1 \ ( b l a n k  t i t r a t i o n  - g l a s s  t i t r a t i o n ) x 0.  10044  x  10
c o n c . ( p  - e q u i v s  g ) = -------------- 2 x  1000
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K e y  to  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  of  c h o l i n e s t e r a s e  i n h i b i t o r s  

(See  C h a p t e r  5, S e c t i o n  1 . )

A  =

B =

C =

D=

E=

F  = N R ^  (R t  H)

G = N R ^ ( R  H )

H -  N R ^ ( R  = H, a l k y l  o r  a r y l )

I = O -

J
O R '
or
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A P P E N D I X -4

S t r u c t u r e s  of c h o l i n e s t e r a s e  i n h i b i t o r s

A N T A Z O L 1 . N E

Vrr-T-W

tH,
A N T I P Y R E N E

CH
A R E C O L I N E

ÇH.OH

>n OH
A S C O R B I C  A C I D

A T R O P I N E

CH,

CH

A T R O P I N E  M E T H Y L  ( N O ^ )



AZOSULPHAMIDE

.<21

C A F F E I N E

H
c v v = o

6
BARBITURIC ACID

CH^COOH

HO—<j:—COOH 
CH^COOH

CITRIC ACID

m .

•GOH
p-AMINOBENZOIC ACID

COOH

DIPHEN Y LDRAMINE

H ;

K

H

CH
ESERINE
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r

F L U O R I D E

—CH

M O R P H I N E

HN

F O L I C  ACID

(0 4 3 )^—
H E X A M E T H O N I U M  (B r )

M E T H Y L E N E  B L U E

N A P H A Z O L I N E

H I S T A M I N E

CH'
N I C O T I N E



NH,CH,COOH
G L Y C I N E

K

I M I D A Z O L E

2 36

HOOC

M A L E I C  A C ID

n
NH

CH
P R O C A I N E

A

N I A C IN A M I D E

ÔH,

S(^

P I IE N .A Z IN E  M E T H O S U L P Ï L A T E

OOH
Hu 3

P A N T O T H E N I C  A C ID P Y R I D O X A L

P I L O C A R P I N E

H,
HOH

P Y R I D O X I N E



■■ly:

CH

CH
H

L ( - ) S P A R T E I N EQ U IN I N E

Cl
iN .n a

S U L P H A N I  L A M  ID EQ U IN A C R I N E

CH

CH

R I B O F L A V I N E T H IA M I N E

i (CHjpH

S C O P O L A M I N E T O L A Z O L I N E
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HPO + II PO 
4 2 4

PHOSPHATE (pH 7. O) TETR A M E T H Y L  AMMONIUM

PU TR ESCEN E TE TR A ETH Y L AMMONIUM

H=NOH (n-C^H ) N
j  ( 4

P Y R ID IN E -2 - ALDOXIME TETRA (n -P R O P Y L )
METHIODIDE AMMONIUM

PH ENYLTRIM ETHYL
AMMONIUM

TETR A (n -B U T Y L )
AMMONIUM
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