Ενζυμικός Φασματοφωτομετρικός Κινητικός Προσδιορισμός της Γλυκόζης σε Χυμούς και Αναψυκτικά.  Μία Εργαστηριακή Άσκηση Αναλυτικής Χημείας  για Φοιτητές Τεχνολογίας Τροφίμων.





Αργυρώ-Μαρία Γ. Βασιλάρου και Κωνσταντίνος Α. Γεωργίου*


Εργαστήριο Γενικής Χημείας, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Ιερά Οδός 75, 11855 Αθήνα, Ελλάδα.





Σημειώσεις Φοιτητών





Εισαγωγή


Η γλυκόζη είναι κύριο συστατικό των ζωικών και φυτικών υδατανθράκων. Απαντάται συχνά σε ελεύθερη μορφή μαζί με την D-φρουκτόζη και τη σουκρόζη. Οι πιο σημαντικές μορφές με τις οποίες απαντάται η γλυκόζη είναι εκείνες των δι- τρι-  ολιγο- και πολυ-σακχαρίδιων (λακτόζη, μαλτόζη, σουκρόζη, ραφινόζη, δεξτρίνες, άμυλο και κελουλόζη). Η γλυκόζη αποτελεί συστατικό της ζάχαρης που χρησιμοποιείται στα τρόφιμα. Ο προσδιορισμός της γλυκόζης βασίζεται στις ακόλουθες αντιδράσεις: 


					 	     GOX


β-D-Γλυκόζη + O2  + H2O	(((((	      δ-D-γλουκονολακτόνη + H2O2				    	   		(1)





								       HRP


2H2O2 + φαινόλη + 4-αμινοαντιπυρένιο   (((   4-Ν-(π-βενζοκινονοϊμινο)-αντιπυρένιο + 4 H2O  		(2)





Η γλυκόζη οξειδώνεται (αντίδραση 1) παρουσία οξειδάσης της γλυκόζης (Glucose Oxidase, GOX) και παράγεται H2O2. Κατόπιν το υπεροξείδιο του υδρογόνου αντιδρά (αντίδραση 2) παρουσία υπεροξειδάσης (Horse Radish Peroxidase, HRP) με τη φαινόλη και το 4-αμινοαντιπυρένιο παράγοντας 4-Ν-(π-βενζοκινονοϊμινο)-αντιπυρένιο (4-N-(p-benzoquinoneimine)-antipyrine). Η πορεία της αντίδρασης 2 παρακολουθείται στα 505 nm όπου απορροφά το 4-Ν-(π-βενζοκινονοϊμινο)-αντιπυρένιο και ο συντελεστής μοριακής απορροφητικότητάς του ισούται με 1,27(104 M-1cm-1 .
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Καμπύλη Aναφοράς


Χρησιμοποιώντας 40 φορές μεγαλύτερη ενεργότητα HRP από την ενεργότητα της GOX, το στάδιο που καθορίζει την ταχύτητα είναι η αντίδραση 1 που ακολουθεί κινητική ψευδοπρώτης τάξης. Σύμφωνα με τη στοιχειομετρία της αντίδρασης , ο ρυθμός του σχηματισμού του 4-Ν-(π-βενζοκινονοϊμινο)-αντιπυρένιου είναι διπλάσιος του ρυθμού της κατανάλωσης της γλυκόζης: 
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όπου k είναι η σταθερά ψευδοπρώτης τάξης, G είναι η συγκέντρωση της γλυκόζης και Q η συγκέντρωση του 4-Ν-(π-βενζοκινονοϊμινο)-αντιπυρένιου. 


Σύμφωνα με το νόμο του Beer:


	  A


Q= ((


 ε(b





όπου ε είναι ο συντελεστής μοριακής απορροφητικότητας του 4-Ν-(π-βενζοκινονοϊμινο)-αντιπυρένιο και b το εσωτερικό πάχος της κυψελίδας. 


Συνδυάζοντας το νόμο του Beer με την έκφραση της ταχύτητας της αντίδρασης:


 dA


(( = 2(k(ε(b(G


 dt





επειδή το 2(k(ε(b είναι σταθερό, η προηγούμενη σχέση μπορεί να γραφεί ως εξής: 





 dA


(( = K(G


 dt


Επειδή μόνο μία μικρή ποσότητα (~1-2%) της γλυκόζης καταναλώνεται κατά τη διάρκεια της ανάλυσης, η συγκέντρωση της γλυκόζης και η ταχύτητα της αντίδρασης είναι πρακτικά σταθερά. Η τελευταία ισότητα δείχνει πως η συγκέντρωση της γλυκόζης είναι ανάλογη της μετρούμενης ταχύτητας μεταβολής της απορρόφησης. 


Παρεμπόδιση Ασκορβικού Οξέος


Τα αναψυκτικά και οι χυμοί περιέχουν ποικίλες ποσότητες ασκορβικού οξέος. Μερικά προϊόντα είναι μάλιστα εμπλουτισμένα με ασκορβικό οξύ. Το ασκορβικό οξύ καταναλώνει το υπεροξείδιο του υδρογόνου, που παράγεται από την αντίδραση 1 και έτσι παρεμποδίζει την ανάλυση:
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Η αντίδραση 3 είναι ταχύτερη από την αντίδραση 2. Επομένως με προ-επώαση του μίγματος της αντίδρασης για  2½ λεπτά, όλο το ασκορβικό οξύ καταναλώνεται και κατόπιν παρακολουθείται η ταχύτητα της αντίδρασης. 





Πλεονεκτήματα και Μειονεκτήματα των Κινητικών Μεθόδων σε Σχέση με Μεθόδους Τελικού Σημείου 


Οι κινητικές μέθοδοι είναι γρηγορότερες αφού παρακολουθούν μόνο μικρό ποσοστό της αντίδρασης          (1-2%). Με την παρακολούθηση κλάσματος του αναλυτικού σήματος, οι κινητικές μέθοδοι ανάλυσης είναι λιγότερο ευαίσθητες από τις μεθόδους τελικού σημείου. Επειδή η συγκέντρωση της γλυκόζης στους χυμούς και τα αναψυκτικά είναι υψηλή, δεν είναι απαραίτητη αυξημένη ευαισθησία. 


Παρακολουθώντας την ταχύτητα μεταβολής της απορρόφησης, ο κακός μηδενισμός του οργάνου, οι ελαττωματικές κυψελίδες, τα θολά και έγχρωμα διαλύματα δεν δημιουργούν σφάλματα. Γι’ αυτό το λόγο μπορούν να αναλυθούν και έγχρωμα αναψυκτικά όπως η Coca-Cola. 


Οι παρεμποδίσεις στις κινητικές μεθόδους είναι λιγότερες: Οι παρεμποδίσεις που οφείλονται σε αργές δευτερεύουσες αντιδράσεις ελαχιστοποιούνται, ενώ εκείνες που οφείλονται σε γρήγορες (όπως αυτή του ασκορβικού οξέος με το υπεροξείδιο του υδρογόνου) ελαχιστοποιούνται, αν αφήσουμε κάποιο χρονικό διάστημα για την κατανάλωση της παρεμποδίζουσας ουσίας. 


Στις κινητικές μεθόδους, ο αυστηρός έλεγχος της θερμοκρασίας, του pH, της ιονικής ισχύος και της συγκέντρωσης των αντιδραστηρίων κατά τη διάρκεια της ανάλυσης είναι απαραίτητος για λήψη ακριβών και επαναλήψημων αποτελεσμάτων.





Οδηγίες για την Πειραματική Εργασία


Πλύσιμο των γυάλινων σκευών και γέμισμα των φιαλών με την ένδειξη “ενζυμικό διάλυμα εργασίας” και “πρότυπο διάλυμα γλυκόζης”. Το άγνωστο δείγμα γλυκόζης βρίσκεται σε δοκιμαστικό σωλήνα με την κατάλληλη ένδειξη.


Παρασκευή διαλυμάτων βαθμονόμησης γλυκόζης των 2,00, 4,00, 8,00, 12,0 και 16,0 mΜ μεταφέροντας 1,00, 2,00, 4,00, 6,00 και 8,00 mL από το πρότυπο διάλυμα παρακαταθήκης γλυκόζης  0,200 M σε ογκομετρικές φιάλες των  100 mL και πλήρωση με νερό ως τη χαραγή.


Όσον αφορά τα ανθρακούχα αναψυκτικά, ανοίγεται ο μεταλλικός περιέκτης και μεταφέρονται περίπου 20 mL σε ποτήρι ζέσεως των 100 mL. Χρησιμοποιώντας μαγνητικό αναδευτήρα, αναδεύεται το διάλυμα για δέκα λεπτά. Μετά την ανάδευση, αραιώνονται 5,00 mL από το αναψυκτικό σε 100 mL ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών.


Γεμίζεται η κυψελίδα του φασματοφωτόμετρου με νερό,  τοποθετείται το μήκος κύματος στα 505 nm και  ρυθμίζεται το 100 % της διαπερατότητας.


Μεταφέρεται 1,00 mL από το πρότυπο διάλυμα γλυκόζης στην κυψελίδα και ακολούθως προστίθενται    5,00 mL του ενζυμικού διαλύματος εργασίας. Τοποθετείται η κυψελίδα στο φασματοφωτόμετρο και καταγράφεται η απορρόφηση.


Μετά από ακριβώς δύο λεπτά (μετρούνται με τη βοήθεια ρολογιού χειρός) καταγράφεται η απορρόφηση. Αυτό πρέπει να επαναληφθεί δύο ακόμη φορές.


Επαναλαμβάνονται τα βήματα 5 και 6 για όλα τα πρότυπα διαλύματα, το άγνωστο και το αραιωμένο αναψυκτικό. Κατά την ανάλυση αναψυκτικών, αφήνονται 2½ λεπτά από την ανάμιξη με το ενζυμικό διάλυμα εργασίας ώστε να εξαλειφθεί η παρεμπόδιση του ασκορβικού οξέος. 


Για καταγραφή της απορρόφησης χρησιμοποιείται ο ακόλουθος πίνακας:
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Οδηγίες για την Επεξεργασία των Δεδομένων


Μετατρέπονται οι τιμές της απορρόφησης σε mA πολλαπλασιάζοντας επί 1000.


Υπολογίζονται οι ταχύτητες της αντίδρασης (κλίσεις των γραφικών παραστάσεων της απορρόφησης συναρτήσει του χρόνου):


Σχεδιάζεται η γραφική παράσταση των τιμών της απορρόφησης ως προς το χρόνο και για τα πέντε πρότυπα διαλύματα, το άγνωστο και το αναψυκτικό.


Υπολογίζεται η ευθεία παλινδρόμησης. 


Παρουσιάζονται οι ταχύτητες των αντιδράσεων σε μονάδες mA min-1 συνοδευόμενοι από τις τυπικές αποκλίσεις και τους συντελεστές συσχέτισης, που προσδιορίστηκαν από τη γραμμική παλινδρόμηση. Χρησιμοποιείται ο ακόλουθος πίνακας:
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Χαράσσεται η καμπύλη αναφοράς:


Καταγράφονται οι ταχύτητες της αντίδρασης ως προς τη συγκέντρωση.


Υπολογίζεται η ευθεία παλινδρόμησης.


Δίνεται η καμπύλη αναφοράς ως ΔΑ Δt-1 = (Intercept ( SD) + (Slope ( SD)(C και υπολογίζονται οι συγκεντρώσεις του αγνώστου και του αραιωμένου αναψυκτικού.


Υπολογίζεται η συγκέντρωση της γλυκόζης στο αναψυκτικό, λαμβάνοντας υπόψη την αραίωση.





Ερωτήσεις και Προβλήματα


Γιατί η ενεργότητα της υπεροξειδάσης είναι σαράντα φορές περισσότερη από την ενεργότητα της οξειδάσης της γλυκόζης;


Εκτός από την κινητική μέθοδο GOX/HRP, η γλυκόζη μπορεί επίσης να υπολογιστεί ογκομετρικά με  οξείδωση από αλκαλικό διάλυμα Cu2+ (μέθοδος Lane-Eynon). Ποια μέθοδος είναι πιο εκλεκτική;


Ποιες οι εφαρμογές του προσδιορισμού της γλυκόζης στην ανάλυση των τροφίμων;


Πριν την ανάλυση της γλυκόζης με την κινητική μέθοδο GOX/HRP, η Coca-Cola αραιώνεται σε αναλογία 1:20 (v/v). Το προκύπτον διάλυμα είναι ισχυρά έγχρωμο. Θα παρατηρηθεί παρεμπόδιση λόγω του χρώματος του διαλύματος;


Γιατί είναι απαραίτητη η απομάκρυνση του διοξειδίου του άνθρακα από τα ανθρακούχα αναψυκτικά κατά τη δειγματοληψία; 


Είναι η κινητική μέθοδος GOX/HRP κατάλληλη για την ανάλυση αναψυκτικών εμπλουτισμένων με βιταμίνη C, όταν αυτά περιέχουν 50 mM βιταμίνης C και 50 mM γλυκόζης;


Γιατί οξειδωτικές και αναγωγικές ουσίες παρεμποδίζουν τον κινητικό προσδιορισμό γλυκόζης με  GOX/HRP; Η κινητική μέθοδος παρουσιάζει λιγότερες παρεμποδίσεις από μεθόδους τελικού σημείου; Τι ονομάζεται κινητική κάλυψη (kinetic masking);


Η μέθοδος GOX/HRP είναι κατάλληλη για προσδιορισμούς σε εκχυλίσματα φυτών που περιέχουν μεγάλες ποσότητες (> 10 mM) αντιοξειδωτικών της μορφής των μονο-, δι-, και πολυ- φαινολών;


Σχεδιάστε το στερεοχημικό τύπο των 4-αμινοαντιπυρένιο, L-ασκορβικό οξύ, L-δεϋδρο-ασκορβικό οξύ και του 4-Ν-(π-βενζοκινονοϊμινο)-αντιπυρένιο.


Οχτώ λεπτά μετά την εκκίνηση της αντίδρασης του πρότυπου διαλύματος γλυκόζης 16,0 mM η απορρόφηση, που μετρήθηκε σε κυψελίδα με εσωτερικό πάχος 1 cm, βρέθηκε να είναι 0,603. Χρησιμοποιώντας το συντελεστή μοριακής απορροφητικότητας του 4-Ν-(π-βενζοκινονοϊμινο)-αντιπυρένιο ε505 nm=1,27(104 M-1cm-1 να υπολογιστεί το % γλυκόζης, που έχει αντιδράσει. Πώς αυτό το αποτέλεσμα σχετίζεται με τις συνθήκες ψευδοπρώτης τάξης;


Με ποιο τρόπο παρεμποδίζει το ασκορβικό οξύ τον προσδιορισμό της γλυκόζης; Πώς εξαλείφεται η παρεμπόδιση αυτή σε κινητικές μεθόδους και σε μεθόδους τελικού σημείου;


Ποιες αντιδράσεις ονομάζονται πρώτης και ποιες ψευδοπρώτης τάξης; Γιατί επιλέγουμε συνθήκες ψευδοπρώτης τάξης στις κινητικές μεθόδους ανάλυσης;


*email: cag@aua.gr, URL: http://www.aua.gr/georgiou, fax: +301-5294265, tel: +301-5294248
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