
キサ ンチ ンオキシダーゼ反応 で発生す る

スーパ ーオキシ ドと過酸化水 素のオキシグラフ

に よる定量的解析

岡山大学医学部癌研生化学(指 導:小 田琢三教授)

茂 原 嗣 也

(昭 和58年9月7日 受稿)

Key words:キ サ ンチ ンオキシダーゼ

Kinetics

スー パーオキシ ド

オキシグラフ

過酸化水素

緒 言

酸素電極 法は非常 に速い酸素消費を測定す る

のに好都合な装 置で,ミ トコン ドリアの酸化的

リン酸化 を調べ るのに広 く用 いられてきた1,2).

また この方法は酸化酵素反応 を調べ るためにも

用いられることが知られている3).キ サ ンチン ・

キサ ンチ ンオ キシダーゼ 反応 は非常 に速い反

応であ り,こ の動態 を調べるためには分光光度

計に よる尿酸の生成 を測定す る方法4), stopped

 flow装 置 で尿酸の生成 を測定す る方法5),フ ェ

リシアニ ドを電子受容体 とした方法6,7,8)などが

広 く用 いられている.私 共は酸素電極法 を用 い

てキサ ンチ ン ・キサ ンチ ンオキシダーゼ反応の

定量 的解析 を行 った結果,酸 素電極法に よって

従来の方法 より簡単かつ正確に キサンチンオキ

シダーゼのKm値 を求めるこ とができるこ とが

わか った.こ の方法はキサ ンチン.キ サンチン

オキシダーゼ反応 で酸素 が消費 される速度か ら

求め るもので,こ れか ら得 られたキサ ンチンオ

キシダーゼの酸素に対す るKm値 は2.1×10-5M

で あ った.ま た,こ の方法 では消費される酸素

量だけで なく,生 成 される酸素量 も測定できる.

 Fridovich9)に よって発見されたスーパーオキシ

ドジスム ターゼ(SOD)は スーパーオキシ ドを

消去 し過酸化水素にす る酵素 と考 えられてお り,

生 成 した過酸化水素 は,カ タラ-ゼ の添加 によ

って酸素 を生成す るので,酸 素 電極法 で測定

することができる.ま た, Fridovich9)は スーパ

ーオキシ ドの受容体 としてチ トクロームcを 用

いたが,こ のチ トクロームcを キサ ンチ ン ・キ

サ ンチンオキシダーゼ反応系にあ らか じめ添加

しておけば生成 したスーパー オキシ ドの量が測

定 される。その後にカタラ-ゼ を添加 して酸素

生 成 を測定 すれば過酸 化水素 の生成量が測定

で きる.本 研究においてはこれ らの反応 を利用

してキサ ンチン ・キサ ンチンオキシダーゼ反応

におけ るスーパーオキシ ドと過酸化水素の発生

を解析 した.

材 料 と 方 法

1.材 料

キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ(EC. 1. 2. 3. 2),カ

タ ラ ー ゼ(EC. 1. 11. 1. 6),お よ び チ ト ク ロ ー ムc

はBoehringer杜 よ り購 入 し た.ス ー パ ー オ キ

シ ドジ ス ム タ ー ゼ(EC. 1. 15. 1. 1)はSigma社

よ り,ま た,キ サ ン チ ン は 片 山 化 学 工 業 社 よ り

購 入 し使 用 し た.

2.実 験 方 法

1)溶 存 酸 素 測 定 法

キ サ ン チ ン ・キサ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ 反 応

(以 下 キ サ ン チ ン オ キ シ ダー ゼ 反 応 と 略 す)に
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おけ る酸素消費は ガルバニ型電極 を3mlの 恒 温

反応容器に挿 入し,反 応液 をス ター ラーで攪拌

しなが ら測定 した。反応液 はで きるだけin vivo

に近 い状態で測定す る目的で, 0.2M蔗 糖, 10

mMリ ン酸緩衝液, pH 7.4, 10mM KCl, 5mM

 MgCl2, 0.1%BSAを 用 いこの反応液をあ らか

じめ25℃ の恒 温槽 中で保温 して空気 を振盪 し,

溶 存酸素 を平衡化 して, 25℃ 恒 温還流保温 した

3mlの 反 応容器に注入 し,反 応 を進めた.溶 存

酸素量は空気 中, 25℃ における酸素平衡濃度 を

245μMと して算出 して用 いた.外 気 との接触

を防 ぐ目的で直径1mmの 孔 のある外栓 を施 し,

添加物はハ ミル トンのマイ クロシリンジでこの

孔 を通 して添加 した.

2)キ サ ンチンオキシダーゼ反応におけ る,添

加 キサ ンチ ン量 と酸素消費量,お よび酸素消費

速度の関係

添加す るキサンチンの量 を変化 させて,一 定

量のキサ ンチ ンオキシダーゼ存在下 での酸素消

費量 を測定 した.オ キシグラフが安定 した後に,

キサ ンチンを添加 し,次 いでキサ ンチンオキシ

ダーゼ0.4Unit(1mg蛋 白質量)を 反応容器に

加 えて,反 応 を開始 した.こ の反応はキサンチ

ンが消費 されると止まるが,溶 存酸素 がな くなる

までキサンチ ンの添加 を繰 り返 した.ま た,こ

の反応は非常に速い反応であるので酸素消費量,

お よび酸素消 費速度 は記録 紙の掃 引速度 を10

cm/分 と して記録 した.

3)キ サ ンチンオキシダーゼ反応で生成 される

尿酸の測定

反応液はKrebs-Ringer bicarbonateを 用いた.

基 質であるキサンチ ンの濃度 を0.0067mMか ら

0.1mMま で変化させて, 25℃ 恒 温槽中でキサ ン

チ ンオキ シダー ゼ反応 を10分 間進行 させた後

に 日立EPS-3T分 光 光度 計 を用いて比色する

こ とに より生成 される尿酸 を3mlの 系 で測定

した。尿酸 の生成量は293nmで の分子吸光係数

を1.25×104M-1cm-1と して算 出した.(293nm

に お け るキサ ンチ ンの分子吸 光係数 は0.18×

104M-1cm-1で あ り,反 応後の残余 キサンチ ンに

よる吸光度 は無視で きる。)

4)ス ーパーオ キシ ドの測定

キサ ンチンオキシダーゼ反応に よ り生成 され

るスーパー オキシ ドはチ トクロームcの 還 元に

よ り分光光度計を用いて550nmで 測 定 した.反

応液はKrebs-Ringer bicarbonateを 用 い,総 量

3mlの 系 で反応 させ た.チ トクロームcは 終

末0.2mMと なるように,ま たキサンチンは0.0067

mMか ら0.1mMま で変化させて添加 しておいた.

これにキサンチンオキシダーゼ(0.4Unit)を 加 え

て反応を開始 し分光光度計で記録 した.キ サ ンチ

ンオキシダーゼは3mlキ ュ ベ ッ ト中に添加 し,

す ばや くガラス棒 で攪拌 し,上 蓋 を閉めた.本

実験に使用 したチ トクロームcの 分子吸光係数

はアスコルビン酸による完全還元か ら求め た.

チ トクロームcの 分子吸光係数 は19.1×103M-1

cm-1で あ るので,生 成 したスーパー オキシ ド量

の測定にはこの値 を用 いて算出 した.

結 果

1.キ サ ンチンオキシダーゼ反応における添加

キサ ンチン量 と酸素消費量お よび酸素消費速度

との関係

キサ ンチ ンの濃度 を0.0067, 0.0133, 0.0333,

 0.0432, 0.0665, 0.1333mMと それ ぞれ変化 さ

せて添加 し,キ サ ンチ ンオキシダーゼ0.4Unit

を この3mlの 系 に加 えて反応 をそれ ぞれ開始

した.添 加 と共に酸素消費相が出現 しキサンチ

ンの消費に よりオキシグラフは定常化す るこ と

を図1に 示 した.ま たこのオキシグラフか ら得

られ る添加 キサンチン量 と酸素消費量の関係 を

図2に 示 した.添 加 キサ ンチン量 と酸素消費量

は極めてよ く一致 してお り,キ サ ンチン と酸素

分子が反応 中に等モルで消費されていることが

示 された.そ れぞれの キサ ンチ ンの濃度 におけ

る酸素消費速度 をオキシグラフよ り求め,逆 数

プロッ トを描 き図3に 示 した.こ の グラフか ら,

こ のキサンチンオキシダーゼの酸素に対す るKm

値 は2.1×10-5Mで あ ることがわかった.

2.キ サ ンチンオキシダーゼ反応に より生成 さ

れる尿酸の測定

添加 したキサ ンチ ン量 と生成 され た尿酸量

の関係 を図4に 示 した.こ の結果,添 加 され た

キサ ンチ ンの濃度 と生 成された尿酸濃度 はほぼ

同量であ り,ほ とん ど尿酸に代謝 されたこ とが

示 され た.ま た図2に 示 した ように酸素 消費量
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図1:添 加 キサ ン チ ン量 と酸 素 消 費 量 の オ キ シ グラ

フ

キサ ン チ ン(X)の 濃度 を0.0067, 0.0133, 0.0333,

 0.0432, 0.0665, 0.1333mMと そ れ ぞ れ変 化 させ た

とき の オ キ シ グラ フ を示 した.キ サ ンチ ンオ キ シ ダ

ー ゼ(X . O.)添 加 後,酸 素 消 費相 が 直 ぐ出現 し,キ サ ン

チ ン の消 費 後 に オ キ シ グラ フ は 定 常 化 す る.オ キ シ

グラ フ の 記 録 速 度 は10cm/分 と した.

図2:添 加キサンチン量 と酸素消費量の関係

添加したキサンチン量 と酸素消費量とが,ほ とん

ど一致 していることを示 した.こ れからキサンチン

オキシダーゼ反応中にそれぞれ等モルで反応してい

る.

図3:オ キ シ グラ

フ で求 め た キサ ン

チ ンオ キ シ ダ ー ゼ

反 応 の逆 数 プ ロ ッ

ト

オ キシ グ ラフ よ

り1/Vお よび1/

〔S〕を求 め,こ れ か

ら キサ ンチ ン オ キ

シ ダー ゼ 反 応 の 逆

数 プ ロ ッ トを描 い

た.こ の グ ラ フか

ら キサ ン チ ン オ キ

シ ダー ゼ の酸 素 に

対 す るKm値 は2.1

×10-5Mで あ っ た.
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図4:添 加 したキサンチン量と生成 した尿酸量の関係

添加したキサンチン量 と生成 した尿酸量の関係を

293nmに おける尿酸の分子吸光係数を1.25×104M-1

cm-1と して分光学的に測定 し示 した.添 加キサンチ

ン量と尿酸生成量は,比 例関係にはあるが,添 加キ

サンチン量 と酸素消費量の比例関係 よりは劣る.

と比較 してみる と酸素消費量 を指標 としたとき

の方が尿酸 を指標 とした ときより,よ り添加キ

サ ンチ ン量に一致 していることが わかった.キ

サ ンチンオキシダーゼ反応 でスーパ-オ キシ ド

が生成 され るので,次 にスーパ-オ キシ ドの受

容体 としてチ トクロームcを 用いることによ り,

 pH 7.4の 反 応液中で発生す るスーパーオキシ ド

量 を測定 した.

図6:キ サ ンチンオキシダーゼ反応後のカタラーゼ

添加による酸素生成

オキシグラフで反応後に生 じた過酸化水素が,カ

タラーゼの添加により酸素を生成することを示した.

反応直後(酸 素消費相の終了直後)に 定常相が出現

するがこの30秒 後にカタラーゼ(260Unit)を 添加 し,

記録した.

またチ トクロームc(0.1mM)を 反応前に添加 し

てお くと,キ サンチンオキシダーゼ反応における酸

素消費量がチ トクロームc非 存在下に較べ87%と 減

少している.

図5:キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー

ゼ 反応 に おけ る チ トクロ ー ム

cの 還 元 量

キサ ン チ ン の 量 を変 化 させ

た とき の チ トクロー ムcの 還

元 量 の変 化 は,キ サ ンチ ン量

が 少 な い と きに は約 半 量 の チ

トクロ ー ムcが 還 元 され たが,

 100～300n moles/3mlの キサ

ン チ ン 量 の と きに は お よそ3

分 の1し か還 元 され な か っ た.

こ の こ とか ら,チ トク ロー ム

cの 還 元量 だけ スー パー オ キシ

ドが 生 成 され た と推 定 され る.
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3.ス ー パーオキシ ドの生成量

チ トクロームcの 還 元によ り求め られたスー

パー オキシ ドの量 と添加 したキサンチ ン量の関

係 を図5に 示 した.添 加 したキサンチンの量が

少い ときには添加 したキサ ンチ ンの約半量の ス

ーパーオキシ ドが発生 していた
.す なわ ち消費

した酸素量 と添加 したキサンチ ンの量 とは比例

す るので消費 された酸素の半量がスーパーオキ

シ ドを生成 した ことにな る.し か し,こ の系に

おけ る添加 キサ ンチン量が100～300n moles/3

mlの と きは消費 され た酸素 のお よそ3分 の1

が スーパー オキシ ドにな り,チ トクロームcを

還 元していた.次 いでオキシグラフ を用 いて,

カ タラーゼ,ス ーパーオキシ ドジスム ターゼ

(以 下SODと 略す),チ トクロームcな どを組

表1:ス ーパーオキシ ド

ジスムターゼ(SOD)お よ

び,チ トクロームc存 在

下における酸素消費と,

カタラーゼ添加による酸

素生成量

反応前に何も添加 しな

いでおくときの酸素消費

を100%と して反応後の

カタラーゼ添加による酸

素生成量を表示 した. SOD存 在下では酸素消費量は

変化しなかったがカタラーゼ添加で対照よりわずか

であるが2%多 くの酸素生成を認めた.チ トクロー

ムc存 在下での酸素消費量は対照の酸素消費量の87

%で あ り,ま たカタラーゼ添加により35%の 酸素生

成が認め られた.

み合 わせて添加 し,酸 素の動態 を観察 した.

4.キ サ ンチンオキシダーゼ反応におけるカタ

ラーゼ,ス ーパーオキシ ドジスムターゼ(SOD),

チ トクロームc添 加に よるオキシグラフの影響

オキシグラフは2cm/分 の 速度で記録 した.

反 応容器内にキサンチ ン300n moles,キ サ ンチ

ンオキシダーゼ0.4Unitを 添加 しキサ ンチンオ

キシダーゼ反応 を行 ない,酸 素消費相 を経て定

常相の出現 した直後に カタラーゼ(260Unit)を

添加 した.カ タラーゼ添加 と同時に極めて速い

図7:キ サンチンオキシダーゼ反応における酸素分子の流れ

溶存酸素は還元型キサンチンオキシダーゼとの相互作用によりスーパーオ

キシ ドを生成する.チ トクロームc存 在下では不均化反応よりチ トクローム

cに よる酸化反応の方がより速いために再び酸素分子を生成する.ま た,生

成した過酸化水素はカタラーゼの添加により酸素生成を認め,こ れから過酸

化水素生成量を推定できる.
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酸素生成相が認め られ,こ れを図6に 示 した.

これは過酸化水素が存在 していたことを示 し,

酸 素生成量か ら過酸化水素の存在量が推定で き

る.反 応前 にそれぞれSOD,お よびチ トクロー

ムcを 添加 してお き,反 応後にカタラーゼ を添

加 し,酸 素生成量 を測定 しオキシグラフを図6

に,ま た酸素の動態 を表1に 示 した.反 応後の

カタラーゼ 添加 では酸素消費量の46%の 酸 素生

成 が認め られた. SODの6 Unitを 反 応前に添

加 してお くと酸素消費量 はコン トロールに較べ

て変化はなかったが,カ タラーゼ添加に よる酸

素生成量は, SODを 加 えなか った ときに較べ

て2%多 かった. SODの 単 位は,こ の3mlの

系 でキサ ンチンオキシダーゼ反応によ り生成す

るスーパーオキシ ドのチ トクロームcの 還元が

半量 となるSOD量 を1 Unitと して用いた.つ ぎ

にチ トクロームc(0.1mM)を この反応容器 に

添加 してお き,キ サ ンチ ンオキシダーゼ反応 に

よ りスーパーオキシ ドを発生 させ,酸 素消費相

の終了後に カタラーゼ を添加 した.こ の場合 の

酸素消費は コン トロールに較べ83%と 少 な く,

カ タラーゼ添加 による酸素生成量はチ トクロー

ムcを 加 えない ときの酸素消費量の35%で あ っ

た.

考 察

キサンチ ンオキシダーゼ反応は非常 に速 く,

 Massayら5)の 方 法の ようなStopped flow装 置

を利用 してKm値 などが測定 され る.こ の実験

では キサ ンチ ンオキシダーゼ反応で,添 加キサ

ンチ ンと酸素消費 とが きわめて定量的に よ く一

致 して進行す ることを示 した.ま た添加 したキ

サ ンチン量 と生成され る尿酸量 もほぼ一致す る

ことか らオキシグラフで キサ ンチ ンオキシダー

ゼ反応を簡単に調べれ ることがわかった.こ の

とき,さ らに,生 成 され る尿酸 より消費 される

酸素 を指標 とした方が よ く添加 したキサ ンチン

量に一致する.し たが ってキサンチンオキシダー

ゼ の酸素に対するKm値 を求めることができ,私

共のオキシグラフか ら得 たKm値 は2.1×10-5M

であった. Fridovichら10)の 得 た酸素に対するKm

値 は8×10-5Mで あ り,ま たOlsonとMassay

ら5,11)の得 た酸素に対す るKm値 は5.0～5.3×

10-5Mで ある.こ の値の違いは,標 品の違 いや実

験条件の違いなどによるものと考えられた.例 え

ば通常pH 8.5で キサ ンチ ンオキシダーゼ反応

を進行 させ ているのに際 し,私 共の実験 では

pH 7.4の 生 理的条件下 で行 った.私 共のKm値

はOlsonら のKm値 よ り小 さい値 を得 てお りキ

サ ンチンオ キシダーゼ反応が よ り速 くおこって

いるこ とが示 された. Olsonら12)は キサ ンチ ン

オキシダーゼの作用 メカニズム を明 らか にし下

式 を示 した.

Eox+X.→Ered+U. A.

Ered+O2→Ered O-2・→Eox+H2O2

---式1

私共の方法はキサ ンチン とキサ ンチンオキシダ

ーゼの反応か ら還元型キサ ンチンオキシダーゼ

が生 じ,こ の還 元型 キサ ンチ ンオキシダーゼ と

酸素分子の反応による酸素消費 をオキシグラフ

で測定す る方法であ り,尿 酸の生成 を指標 とし

た測定法 とは異ったKm値 が得 られる.こ のオ

キシグラフを利用す るキサ ンチ ンオキシダーゼ

のKm値 を求める方法は酸素に対す るKm値 で

あるが,簡 単であ り,き わめて有用 な方法であ

ると考えられた.こ の反応 をスーパー オキシ ド

の レベ ルで考察す るために,ス ーパー オキシ ド

生成 をチ トクロームcの 還元 より分光光度計 を

用いて550nmで 測定 し算 出した.添 加す るキサ

ンチ ンの量に よりスーパー オキシ ド生成量は異

なるが,添 加キサ ンチ ンが0.1mM(300n moles

/3ml)の と きのチ トクロームcの 還元量は添

加 したキサ ンチ ンの1/3量,す なわち100n moles

/3mlで あ り,こ れ と同量の スーパー オキシ ド

が生成されている と考え られ た.一 方,オ キ シ

グラフでは還元型キサ ンチンオキシダーゼ と酸

素 との反応 で過酸化水素 が生成 され,カ タラー

ゼ を添加すれば酸素分子 を生成 してオキシグラ

フで測定 され,こ の反応で生成 した過酸化水素

量 を推定 できる.キ サ ンチンオキシダーゼ反応

後に,カ タラーゼを添加 する とこの反応 で消費

された酸素のお よそ半量(46%)の 酸素生成が

認め られた.す なわち,生 じた過酸化水素は カ

タラーゼによ り式2に 示 され るように半量の酸

素 を生成す るので,酸 素消費量の92%に 相 当す

る酸素 が過酸化水素 を生成 していたこ とが推定
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され た.

H2O2→H2O+1/2O2 ---式2

次にあ らか じめSODを 添加 している と式3の

反応が スーパー オキシ ドの消去 として速 まる9).

キサ ンチンオキシダーゼ反応におけ る酸素消費

量はSOD非 存 在下 との差はなか った.

2O-2・+2H+→H2O2+O2 ---式3

この反応後のカタラーゼ添加では48%の 酸 素生成

が あ り96%の 酸 素が過酸化水素 に変化 したと考

えられた.し たがって差の4%の 過酸化水素が

SODに よ り式3に 示 され るように余計に生成 さ

れたことが わか った.し たが ってSODは 式3の

反応 を速めスーパーオキシ ドを消去 しているこ

とが示 された.ま たあ らか じめチ トクロームc

を添加 して,反 応を行 なうと添加 していないとき

に較べ87%の 酸 素消費 しか認め られなかった.

す なわち13%の 酸 素分子が式4の 反応で生成 し

たこ とにな り,チ トクロームcの 還元 したスー

パーオキシ ドは13%と 推 定 された.

Cyt C oxy+O-2・ →Cyt C red+O2

 ---式4

この反応後にカ タラーゼ を添加 すると35%の 酸

素分子が生成 したので, 70%の 過酸化水素が生

成 していた ことが推定 された.

したが ってオキシグラフか ら得 られ るこの系

で発生す るスーパーオキシ ドの量は全体 の酸素

消費量 の13%と 分 子吸光係数か ら求めたスーパ

ーオキシ ドの発生量 より少なかった.ま た過酸

化水素生成量は70%で あ り,発 生 したスーパー

オキシ ドは一部がチ トクロームcを 還元 してい

るが,他 はハイ ドロキシラジカル等への移行に

より酸素電極法 で捕捉 し得 なかったと考えられ

る.

こ のオキシグラフか ら得 られる酸素分子の流

れを図7に 示 した.溶 存酸素は還元型キサ ンチ

ンオキシダーゼ との相互反応によ りスーパーオ

キシ ドを生 成す る.こ のスーパーオキシ ドは酸

化型チ トクロームcの 存 在下 では不 均 化 反応

(10-5Msec-1)よ りチ トクロームcに よる酸化

反応(10-7Msec-1)の 方 が速いために,酸 化 さ

れ て再 び酸素分子 を生成す る.チ トクロームc

の 非存在下 では,速 やかにスーパーオキシ ドは

消去 され過酸化水素 を生成する.こ の過酸化水

素生成量はカタラーゼ を添加す るこ とに より酸

素生成 を認め,こ れか ら過酸化水素生成量を推

定 できる.

この ように,オ キシグラフか ら酸素の収支 を

測定することは,簡 単にキサ ンチンオキ シダー

ゼのKm値 を求め た り,ス ーパーオキシ ドや過

酸化水素の発生 を測定することができる よい実

験系であることがわかった.

要 約

酸素電極法によ りキサンチ ンオキシダーゼ反

応の酸素 に対す るKm値,ス ーパーオキシ ドの

生成量や過酸化水素の生成量などが求め られ る

ことがわか った.こ の方法は簡単な装置 でよ く,

ま た実験 も易 しく正確 に行 なえる.酸 素電極法

で得た私共の酸素に対 するKm値 は2.1×10-5

Mで あ った.こ の値はstopped flow装 置 を用

いた方法か ら求め られたKm値 とほぼ一致 して

お り,こ の実験方法 により簡単 にキサンチ ンオ

キシダーゼ反応 の動態を調べ ることができるこ

とを示 している.そ してSODや チ トクロームc

の反応前添加 によ り,ス ーパー オキシ ドの生成

量お よび,過 酸化水素 の生成量が求められる.

この反応系では添加キサ ンチン量,あ るいは酸

素消費量の少な くとも13%の スーパーオキシ ド

が生成 され,ま た70%の 過 酸化水素が生成 され

ているこ とがわか った.こ のよ うにキサ ンチ ン

オキシダーゼ反応の ような速い反応にお いて酸

素電極 法で調べ ることは簡単であり,し か もSOD

や チ トクロームc,カ タラーゼの組み合 わせの

工夫に より簡単 にスーパー オキシ ドや過酸化水

素の生成量が調べ られるよい実験系であると考

えられる.
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Oxygen consumption and generation of superoxide and hydrogen peroxide by the xanthine 

oxidase reaction were measured by the polarographic oxygen electrode method. This method 

requires only a simple apparatus, is very accurate and is easy to perform. The Km for 

oxygen in the xanthine oxidase reaction measured by this method was 2.1•~10-5M, which is 

similar to values measured by other methods. Kinetic analyses of superoxide and hydrogen 

peroxide generation were made by the addition of superoxide dismutase or cytochrome c 

before the reaction and catalase after the reaction. More than 13% of the oxygen consumed 

by the addition of xanthine was found to be converted to superoxide, and 70% was converted 

to hydrogen peroxide in this system. This method was found to be easy to calibrate the 

rapid xanthine oxidase reaction and to measure the oxygen consumption and generation of 

superoxide and hydrogen peroxide.


