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Οδηγίες για τον Εκπαιδευτή





Χημικά – Ένζυμα 


Ασκορβικό οξύ [50-81-7], Μ.Β. 176,2


4-αμινοαντιπυρένιο - C11H13N3O [83-07-8], Μ.Β. 203,2


Όξινο φωσφορικό νάτριο - Na2HPO4 [7558-79-4], Μ.Β. 142,0


Γλυκόζη - C6H12O6 [50-99-7], Μ.Β. 180,2


Οξειδάση της γλυκόζης [9001-37-0]


Υπεροξειδάση [9003-99-0]


Φαινόλη - C6H60 [108-95-2], Μ.Β. 94,1





Γυάλινα Σκεύη ανά Φοιτητή 


Ένας δοκιμαστικός σωλήνας των 10 mL με την ένδειξη “δείγμα γλυκόζης”.


Μία κυλινδρική κυψελίδα φωτόμετρου των 10 mL.


Γυάλινα σιφώνια των 1, 2, 3 και 5 mL.


Έξη ογκομετρικές φιάλες των 100 mL.


Δύο φιάλες των 50 mL με την ένδειξη “ενζυμικό διάλυμα εργασίας” και “πρότυπο διάλυμα γλυκόζης”.





Διαλύματα για 25 φοιτητές


Χρησιμοποιούνται ογκομετρικές φιάλες, σιφώνια μεταφοράς και απιονισμένο νερό.


1000 mL πρότυπου διαλύματος γλυκόζης 0,200 M:


Ζυγίζονται 36,04 g γλυκόζης, τοποθετούνται σε ογκομετρική φιάλη των 1000 mL η οποία γεμίζεται μέχρι τη χαραγή με νερό. Η α-D-γλυκόζη, που είναι η συνήθης άνυδρη κρυσταλλική μορφή της γλυκόζης, μετατρέπεται μερικώς σε υδατικά διαλύματα στη β-μορφή. Σε θερμοκρασία δωματίου αποκαθίσταται ισορροπία, όπου το 36% της γλυκόζης είναι στην α-μορφή και το 64% στην β-μορφή. Αφού η οξειδάση της γλυκόζης αντιδρά μόνο με την β-D-γλυκόζη, το διάλυμα θα πρέπει να παραμένει για τουλάχιστον 2 ώρες, ώστε να επιτευχθεί η ισορροπία�. Μερικές αναλύσεις τελικού σημείου χρησιμοποιούν το ένζυμο μουταροτάση που καταλύει την μετατροπή της α- στην β-μορφή. Όμως η πλήρης μετατροπή δεν είναι απαραίτητη στις κινητικές μεθόδους ανάλυσης. 


1000 mL διαλύματος 7,50 mM φαινόλης, 2,50 mM 4-αμινοαντιπυρένιου, 0,5 IU mL-1 οξειδάσης της γλυκόζης και 20 IU mL-1 υπεροξειδάσης σε 0,10 M ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών pH 7,5 (ενζυμικό διάλυμα εργασίας):


Διαλύονται 0,706 g  φαινόλης, 0,508 g  4-αμινοαντιπυρένιου, και  14,2 g  Na2HPO4  σε  800 mL  νερού και ρυθμίζεται το pH  στο  7,5. Προστίθενται  500 IU GOX  και  20.000 IU HRP. Το διάλυμα φέρεται σε ογκομετρική φιάλη των 1000 mL και συμπληρώνεται με νερό ως τη χαραγή. Το ενζυμικό διάλυμα εργασίας παραμένει σταθερό για τουλάχιστον δύο μήνες, όταν φυλάσσεται στους 5-8 oC.


Πριν τη χρήση, το ενζυμικό διάλυμα εργασίας θα πρέπει να αφήνεται για τουλάχιστον τέσσερις ώρες σε θερμοκρασία δωματίου. Ένα ελαφρώς κόκκινο χρώμα ενδέχεται να αναπτυχθεί κατά την αποθήκευση λόγω της παρουσίας ιχνών οξειδωτικών παραγόντων. Η οξειδωτική σύζευξη της φαινόλης με το 4-αμινοαντιπυρένιο (αντίδραση 2) λαμβάνει χώρα ακόμη και χωρίς την παρουσία του H2O2 εάν υπάρχει κατάλληλος οξειδωτικός παράγοντας �. Έγχρωμα διαλύματα δεν παρεμποδίζουν κατά τον προσδιορισμό, αφού οι κινητικές μέθοδοι βασίζονται σε σχετικές μετρήσεις και εξαλείφοντας τις παρεμποδίσεις που οφείλονται σε έγχρωμα αντιδραστήρια ή/ και δείγματα.


C.1000 mL ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών 0,10 M,  pH 7,5


Διαλύονται 14,2 g Na2HPO4 σε 900 mL νερού και ρυθμίζεται το pH στο 7,5 χρησιμοποιώντας  4 M HCl. Το διάλυμα φέρεται σε ογκομετρική φιάλη των 1000 mL και συμ
