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Zastosowanie metody enzymatycznej do analizy
formaldehydu w roztworach wodnych

Swiatowa produkcje formaldehydu szacuje sie na miliony
ton [1]. W zwiazku z taka iloScia kontakty z ta toksyczna
substancja staja si¢ nieuniknione i powszechne. Znaczne ilo-
$ci formaldehydu mozna spotkac w artykutach spozywczych.
Wydziela si¢ on réwniez przy rozktadzie wielu mas plastycz-
nych, stanowiac powazne zagrozenie dla otoczenia. Formal-
dehyd podraznia sluzéwke ust, nosa i gardta, wywoluje raka
nosa u myszy i szczuréw. U malp przebywajacych w §rodo-
wisku zawierajacym formaldehyd w ilociach, z jakimi styka
si¢ czlowiek na codziert, wywoluje zmiany komérkowe podo-
bne do wczesnego stadium raka drég oddechowych. Stwier-
dzono takze, Ze formaldehyd wywoluje mutacje u wielu mi-
kroorganizméw [2]. Badania wykazaly, ze zamrozone produ-
kty rybne moga zawieraé powyzej 200 mg formaldehydu na
1 kg wilgotnej masy, co jest zwiazane z enzymatycznym
rozkiadem tlenku trimetyloaminy, naturalnego sktadnika mie-
saryb, ktéry zachodzi nawet w ujemnych temperaturach [3].

Stosowane metody analizy formaldehydu nie sa dostatecz-
nie dokladne i czule, wymagaja specjalnych odczynnikéw
albo drogich urzadzes, np. chromatograféw cieczowych lub
gazowych, sa tez czasochlonne.

W krajach Europy érodkowowschodniej obserwuje si¢
wzmozone zapotrzebowanie na tanie i proste w obstudze
urzadzenia (zestawy analityczne lub czujniki) do oznaczania
formaldehydu w §ciekach, powietrzu oraz w artykutach spo-
zywcezych. Do dzis zestawy enzymatyczne do analizy formal-
dehydu nie zostaly jeszcze opracowane. Wykorzystanie dehy-
drogenazy formaldehydowej nie jest w pelni skuteczne, ze
wzgledu na niestabilno$¢ tego enzymu i konieczno$é stoso-
wania dwéch drogich preparatéw, tj. glutationu i dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego — NAD.

Jedna z metod oznaczania metanolu, etanolu i formaldehy-
du opiera si¢ na wykorzystaniu biosensoréw komérkowych
skonstruowanych na bazie komdrek drozdzy metylotroficz-
nych o genetycznie zmienionym metabolizmie [4—7]. Niestety
okazalo sie, Ze biosensory charakteryzuja sie niska stabilnoscia.

Innym podej$ciem do oznaczania formaldehydu byto opra-
cowanie zestawéw analitycznych, opartych na wykorzystaniu
oksydazy alkoholowej, enzymu wyizolowanego z drozdzy
metylotroficznych. Enzym ten jest niezbyt specyficzny
i oprécz pierwotnych alkoholi (metanol, etanol) moze utle-
nia¢ réwniez formaldehyd, ktéry ulega spontanicznej hydra-
tacji w roztworach wodnych, wytwarzajac kwas mréwkowy
i nadtlenek wodoru wg reakcji:
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Nadtlenek wodoru w reakcji peroksydazowej utlenia chro-
mofor w barwnik wg reakcji:

TMB + H,0, 252582 5, 1o rwnik + 2H,0 3)

chrzanowa

Oksydaza alkoholowa nie wymaga dodatkowych substan-
cjiijest enzymem stabilniejszym, w poréwnaniu do dehydro-
genazy formaldehydowej. Chociaz teoretycznie mozliwo§é
wykorzystania oksydazy alkoholowej do analizy formaldehy-
du jest uzasadniona, to do tej pory nie zostaly podjete kom-
pleksowe prace badawcze, zmierzajace w tym kierunku.

Celem badan oméwionych w niniejszej pracy bylo opraco-
wanie metody wykorzystania oksydazy alkoholowej drozdzy
metylotroficznych, jako skiadnika zestawu enzymatycznego
ALCOTEST [8], do oznaczania zawartosci formaldehydu
w roztworach wodnych.

Materialy i metodyka badan

Do badari zostat wykorzystany chromogen 3,3°,5,5’-tetra-
metylobenzydyna (TMB) produkcji firmy Sigma (Stany Zjed-
noczone) oraz nastepujace preparaty enzymatyczne: peroksy-
daza chrzanowa produkcji firmy Aster (Lwéw, Ukraina)
o wskaZniku czysto$ci R,=0,4+0,6 oraz oksydaza alkoholowa
wyizolowana z cytoplazmy drozdzy metylotroficznych K-105,
nie zawierajacych katalazy [9], o aktywnosci wlasciwej
1+4 pmol/min-mg. Wszystkie odczyniki zostaly wykorzystane
jako sktadniki zestawu ALCOTEST [8] produkcji firmy UBT
(Lwéw, Ukraina).

Standardowy roztwdr formaldehydu (1 mol/dm®) otrzyma-
no przez hydrolize paraformaldehydu, tj. mieszaniny polime-
réw formaldehydu zawierajacej od 10 do 100 monomeréw
w jednej czasteczce polimeru, w stalej objetosci wody w tem-
peraturze 105 °C w ciagu 5 godzin, w specjalnie do tego celu
przygotowanej ampulce. Otrzymany w ten sposob hydrolizat
nastepnie rozciericzono. »

Kalibracja zostala przeprowadzona wedlug dwéch procedur:

— wedtug standardowej instrukcji do zestawu ALCOTEST,
odpowiadajacej warunkowi niepelnej reakcji z jej zaprzesta-
niem, podczas niepelnego przeksztalcenia analizowanego
zwiazku (ok. 10%),

— wedlug metody zmodyfikowanej z wykorzystaniem
5-krotnie wyzszego stezenia enzyméw, co odpowiadalo wa-
runkowi plateau, to znaczy praktycznie peinemu przeksztat-
ceniu analizowanego zwiazku.
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Kalibrowanie prowadzono na wodnych roztworach formal-
dehydu oraz na $ciekach bytowo-gospodarczych z dodatkiem
formaldehydu, z tym ze w badaniach kalibracyjnych w wa-
runkach niepelnej reakcji z jej zaprzestaniem roztwory mode-
lowe formaldehydu byty przygotowane przez rozcieficzenie
stezonego roztworu formaldehydu $ciekami. W warunkach
plateau roztwory dodatkowo rozcieficzono woda destylowa-
na, tzn. w ostatnim wypadku modelowe roztwory formalde-
hydu zostaly przygotowane na bazie 10-krotnie rozciericzo-
nych §ciekéw. Nast¢pnie modelowe roztwory zostaty poddane
reakcji z kwasem trichlorooctowym wedlug instrukcji do ze-
stawn ALCOTEST.

Przeznaczenie zestawu ALCOTEST

Zestaw ALCOTEST stuzy do ilo§ciowego oznaczania za-
wartos$ci alkoholu oraz moze by¢ wykorzystany do oznacza-
nia formaldehydu w plynach biologicznych nie zawierajacych
alkoholi. Za pomoca zestawu mozna wykonaé 100 analiz
(przy objetosci probk1 4 cm ) Temperatura przechowywania
zestawu wynosi od +4 °C do +8 °C.

Zasady analizy

Formaldehyd w obecnos$ci oksydazy alkoholowej utlenia
sie do kwasu mréwkowego 1 nadtlenku wodoru, ktdry
w sprzezonej reakcji peroksydazowej utlenia TMB do barw-
nego zwiazku.

Odczynniki

—sucha mieszanina TMB ze skladnikami buforu fosforano-
wego (2,45 g),

— zawiesina oksydazy alkoholowe;j i peroksydazy chrzano-
wej w roztworze siarczanu amonu (0,5 cm 3.

— roztwér formaldehydu (25 mmol/dm> ,0,75 g/dm3),
— roztwdr kwasu trichlorooctowego do odbiatczania (4%),
— roztwor kwasu solnego (0,8 mol/drns).

Przygotowanie reagentow

— TMB: zawarto$§¢ f1olk1 nalezy przenies$¢ do kolby stozko-
we] o pojemnosci 0,5 dm?, doda¢ 350 cm® wody destylowane;j
i ogrzac do catkowitego rozpuszczenia; przed dalszym uzy-
ciem schiodzi€ do temperatury pokojowe;j, roztwor przelaé do
zamykanego naczynia i przechowywaé w temperaturze od
48 °C do +20 °C bez dostepu $wiatta (trwatosé do 2 tygodni),

— zawiesina enzyméw: po wstrzasnieciu fiolki nalezy prze-
nies¢ jej zawartoS¢ do roztworn TMB (w temperaturze poko-
jowej) i wymiesza¢ do calkowitego rozpuszczenia; reagent
przygotowuje sie i wykorzystuje w dniu analizy. W celu
uzyskaniaragentu, z uwzglednieniemliczby oznaczen, nalezy
zmieszaé roztwér TMB z zawiesing enzyméw w stosunku
700:1 wedlug wzoru:

VM =3,5XN 4
Venz = 0,5 x N/100 5)

gdzie:

0,5 — zalecana objeto$¢ zawiesiny enzyméw, em®

N - liczba analiz do wykonania w danym dniu, wiacznie z pré-
ba $lepa oraz standardami

V1MB — objetosé roztworu TMB, cm’

Venz — objetosé zawiesiny enzyméw, cm®

— odczynnik do odbialczania: zawarto$c fiolki (10 cm ® 40% kwa-
su trichlorooctowego) nalezy rozcieficzy¢ 10-krotnie woda.

Przebieg analizy

W celu odblalczema probki do probéwek wiréwkowych
dodaje si¢ po 0,1 cm’ badanej prébki, a nastepnie po 0,9 cm®
4% kwasu trichlorooctowego i dokladnie miesza. Analogicz-
nie naleZy postapi¢ z préba §lepa oraz roztworem stand-
ardowym. Prébki pozostawia sie na 5 minut w temperaturze
pokojowej, a nastepnie wiruje przy 3000 obr./min przez
10 min. Po odwirowaniu pobiera si¢ po 0,1 cm® sklarowane;j
cieczy. Do kazdej serii badanych prébek (20+30) wprowadza
sie probe §lepa oraz standardowa. Reakcja rozpoczyna sie
w momencie dodania 3,5 cm’ reagentu w §cisle oznaczonym
czasie, np. w przedziale 30 s pomigdzy poszczegdlnymi préb-
kami. Po 20 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej
przerywa sigreakcje przez dodame do kazde] z prébek 0,5 cmy
HCl o stezeniu 0,8 mol/dm® w tej samej kolejnosci i przedzia-
lach czasowych, w jakich dodawano reagent. Absorbancje
w prébach oznacza sie spektrofotometrycznie wobec préby
§lepej przy dlugosci fali 450 nm. Probki z formaldehydem
przed dodaniem kwasu solnego maja blekitne zabarwienie,
ktére po zakwaszeniu przechodzi w zéite.

Oznaczenia ilosci forma]dehydu w prébce poddanej ana-
lizie fotometrycznej (m, pmol) i jego poczatkowego steze-
nia (C, mmol/dm’ ) w kazdej serii oznaczen przeprowadza
si¢ wykorzystujac wielko$§¢ absorbancji wedtug nastepuja-
cych zaleznosci:

m= 0,25 X E,/Es 6)
C=10xm/0,1 = 100m )

gdzie:

0,25 —ilo$¢ formaldehydu w standardowej prébie, pmol

E; — absorbancja préby badanej

E; — absorbancja standardu

10— wspétczynnik rozcieficzania proby przy dodawaniu kwasu

trichlorooctowego

0,1 — objetos¢ prébki odbieranej do analizy, cm’
Nalezy podkreslié, ze krzywa kalibracji zachowuje linio-

wo$¢ do 0,5 pmol (15 pg) formaldehydu w oznaczanej prébce,

natomiast czas inkubacji moze wynosi¢ od 20 do 30 minut,

jednakze konieczne jest zachowanie stalego —jednakowego —

czasu dla wszystkich prébek. Przy wykonywaniu analizy nie-

dopuszczalna jest obecno§¢ w powietrzu par metanolu lub

etanolu, wzglednie innych lotnych rozpuszczalnikéw organi-

cznych oraz substancji utleniajacych.

Dyskusja wynikéw

Jak wynika z rysunku 1, lintowo$¢ kalibrowanej krzywej,
otrzymanej dla wodnych roztworéw czystego formaldehydu,
w warunkach wykorzystania standardowej instrukcji do zesta-
wu ALCOTEST, utrzymuje si¢ do stezenia formaldehydu
0,5 umol w prébce oznaczanej fotometrycznie. W tych warun-
kach analiza odbywa sie wedlug schematu niepeinej reakcji
z ustalonym czasem inkubacji, co odpowiada okolo 10% ut-
lenieniu formaldehydu. Warunki plateau z praktycznie pel-
nym utlenieniem formaldehydu (rys.2) wprowadzono po 5-krot-
nym zwigkszeniu stezenia enzyméw (oksydazy alkoholowej
i peroksydazy chrzanowej) w mieszaninie reakcyjnej, w po-
réwnaniu z metoda standardowa. W tych warunkach czulosé
analizy byta 10-krotnie wyzsza, a liniowo$¢ utrzymywata
sig do stezenia formaldehydu réwnego 60 nmol w badanej
prébee (rys.3).
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Rys. 1. Krzywa kalibracyjna do oznaczania formaldehydu w warunkach
niepetnego przeksztatcenia oraz zahamowania reakcji
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Rys. 3. Krzywa kalibracyjna do oznaczania formaldehydu w warunkach
plateau przy 5-krotnie wyzszym stezeniu enzyméw nhiz na rys. 1

Ta metoda analizy jest jednak drozsza, poniewaz wymaga
wiekszej ilosci enzyméw. Oznaczanie z niepelnym prze-
ksztatceniem oraz zaprzestaniem reakcji jest tafisze i whasnie
ta metoda najlepiej nadaje si¢ do zastosowania podczas ana-
lizy duzej liczby prébek.

Badania wptywu zanieczyszczeni zawartych w Sciekach
na oznaczanie formaldehydu w przygotowanych prébkach
wykazaly, ze bez uprzedniego odbialczenia Sciek6w kwa-
sem trichlorooctowym nastgpowato praktycznie catkowite
zahamowanie reakcji. Przyczyny tego efektu nie sa jeszcze
znane, jednak wazne jest, Ze traktowanie §ciekéw kwasem
trichlorooctowym prowadzi do istotnego zmniejszania sto-
pnia inhibicji reakcji (do 90%) w warunkach niepelnego
przeksztatcenia formaldehydu (rys.1). Inhibicja reakcji zo-
staje praktycznie calkowicie usunigta w warunkach pelnego
utleniania formaldehydu dzigki wiekszemu rozcieficzeniu
sciekéw (rys.3).

Podsumowanie

Préba uzycia zestawn ALCOTEST do oznaczania formal-
dehydu w pomiarach kalibracyjnych, przeprowadzonych na
$ciekach komunalnych, wykazala mozliwoé¢ zastosowania
tego zestawu do ilosciowej analizy formaldehydu w roztwo-
rach wodnych.

Dalsze badania zostana ukierunkowane na poszukiwanie
praktycznej i taniej metody przygotowania prébek sciekéw do
analizy, wlacznie z przeksztalceniem formaldehydu w chemi-
czny kompleks, co pozwoliloby jednoczesnie na wyizolowa-
nie tego zwiazku z interferujacych alkoholi (w wypadku ich
obecnosci w ciekach).
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Analysis of Formaldehyde in Aqueous Solutions by the Enzymatic Method

A newsensitive analytical method was developed. The method
enables (guantitative analysis of formaldehyde (up to 0.75 nmol
per 1 cm” reaction mixture) in aqueous solutions and municipal
sewage. For the purpose of the study, use was made of the
non-cancerogenic chromogen, 3,3°,5,5’-tetramethylobenzidine
(TMB), which s oxidized by hydrogen peroxide in the peroxidase

reaction to form a dye (which can be determined by photometry).
The objective of the present study was to examine the efficiency
of the enzymatic kit ALCOTEST (containing alcohol oxidase,
peroxidase, chromogen and buffering components) when used
for the determination of formaldehyde in water solutions and
municipal sewage.
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