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Θεωρία





Η γλυκόζη είναι από τα κυριότερα συστατικά των φυτικών και των ζωικών υδατανθράκων. Ο ποσοτικός προσδιορισμός της γλυκόζης είναι σημαντικός στην κλινική χημεία, τη βιοχημεία και την ανάλυση των τροφίμων. Το άρθρο αυτό περιγράφει μία εργαστηριακή άσκηση αναλυτικής χημείας για τον κινητικό προσδιορισμό της γλυκόζης σε χυμούς και ανθρακούχα αναψυκτικά, με χρήση της οξειδάσης της γλυκόζης (Glucose Oxidase, GOX ) και της υπεροξειδάσης (Horse Radish Peroxidase, HRP). Η γλυκόζη οξειδώνεται σε δ-D-γλουκονολακτόνη (δ-D-gluconolactone ) παρουσία GOX:


					 	      GOX


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





Για μέτρηση της ταχύτητας της αντίδρασης, η παραγωγή H2O2  παρακολουθείται από μία αντίδραση που καταλύεται από την HRP:


								      HRP


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





Το προϊόν της αντίδρασης έχει μέγιστο απορρόφησης στα 505 nm με συντελεστή μοριακής απορροφητικότητας  1,27(104 M-1cm-1 (�). Η ταχύτητα της αντίδρασης μετρείται παρακολουθώντας την αύξηση της απορρόφησης με την πάροδο του χρόνου. Τρεις εργαστηριακές ασκήσεις που αφορούν τον ενζυμικό προσδιορισμό της γλυκόζης έχουν δημοσιευτεί στο παρελθόν (2-4). Στην πρώτη εργαστηριακή άσκηση χρησιμοποιείται ο-διανισιδίνη ως αποδέκτης οξυγόνου (�). Η ο-διανισιδίνη χαρακτηρίζεται από χαμηλή διαλυτότητα στο νερό και είναι καρκινογόνος. Οι δύο άλλες εργαστηριακές ασκήσεις που έχουν δημοσιευτεί δίνουν μεγάλη βαρύτητα σε θέματα οργανολογίας. Σε αυτές, το H2O2 που παράγεται μέσω της αντίδρασης 1 αντιδρά με ιωδιούχα και παράγεται ιώδιο. Η αντίδραση παρακολουθείται αμπερομετρικά χρησιμοποιώντας περιστρεφόμενο ηλεκτρόδιο πλατίνας (�, �). Και στις τρεις αυτές εργαστηριακές ασκήσεις η βαθμονόμηση πετυχαίνεται με τεχνική μεταβλητού χρόνου και δεν αναλύονται “αληθινά” δείγματα. Η εργαστηριακή άσκηση που περιγράφεται σε αυτό το άρθρο έχει αριστοποιηθεί για χρήση των φοιτητών σε θερμοκρασίες από 18 έως 28oC και αποφεύγει την παρεμπόδιση του ασκορβικού οξέος. Σε αυτή την άσκηση, χρησιμοποιείται μικτό διάλυμα αντιδραστηρίων που περιέχει GOX, HRP, φαινόλη και 4-αμινοαντιπυρένιο. Οι  φοιτητές μαθαίνουν για τις κινητικές μεθόδους ανάλυσης, τη χρήση των ενζύμων ως εκλεκτικών αναλυτικών αντιδραστηρίων για τον προσδιορισμό υποστρωμάτων, την άρση της παρεμπόδισης του ασκορβικού οξέος με  κινητική μέθοδο και την ανάλυση της γλυκόζης σε χυμούς και αναψυκτικά. 


Αντιδραστήρια-Συσκευές


Πρότυπο διάλυμα παρακαταθήκης γλυκόζης 0,200 M: Ζυγίζονται 36,04 g γλυκόζης σε ογκομετρική φιάλη των  1000 mL, η οποία ακολούθως συμπληρώνεται με νερό μέχρι τη χαραγή. Το διάλυμα αυτό είναι σταθερό για τουλάχιστον 3 μήνες όταν αποθηκεύεται στους 5-8 oC.


Διάλυμα εργασίας 7,50 mM φαινόλης, 2,50 mM 4-αμινοαντιπυρένιου, 0,5 IU mL-1 GOX, και 20 IU mL-1 HRP σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 0,10 M, pH 7,5: Ζυγίζονται 0,706 g φαινόλης, 0,508 g 4-αμινοαντιπυρένιου και  14,2 g  Na2HPO4  και διαλύονται σε 800 mL νερού. Στη συνέχεια ρυθμίζεται το pH στο 7,5 και προστίθενται  500 IU GOX και 20.000 IU HRP. Το διάλυμα μεταφέρεται σε ογκομετρική φιάλη των 1000 mL και συμπληρώνεται με νερό μέχρι τη χαραγή. Το διάλυμα εργασίας είναι σταθερό για τουλάχιστον δύο μήνες όταν αποθηκεύεται στους 5-8 oC.


Πρότυπα διαλύματα γλυκόζης 2,00, 4,00, 8,00, 12,0 and 16,0 mΜ: Προετοιμάζονται με μεταφορά 1,00, 2,00, 4,00, 6,00 και 8,00 mL του πρότυπου διαλύματος παρακαταθήκης σε ογκομετρικές φιάλες των  100 mL, οι οποίες συμπληρώνονται με νερό έως τη χαραγή.


Ρυθμιστικό διάλυμα 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. Κατόπιν το διάλυμα φέρεται σε ογκομετρική φιάλη των 1000 mL  και συμπληρώνεται με νερό ως τη χαραγή.


Φασματοφωτόμετρα: Χρησιμοποιήθηκαν τα Milton Roy Spectronic-20, Cecil CE 2343 και Jasco V550.
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Σχήμα � SEQ Fig. \* ARABIC �1�. Καμπύλες ταχύτητας αντίδρασης για συγκεντρώσεις γλυκόζης a) 16,0, b) 15,0, c) 10,0, d) 5,00, e) 4,00, f) 2,00 και g) 1,00 mM. Ταχύτητες αντίδρασης που μετρήθηκαν/mA min-1: a) 75,5(0,04, b) 69,1(0,05, c) 50,35(0,03, d) 26,61(0,03,       e) 21,62(0,01, f) 10,96(0,02 και g) 5,19(0,02, συντελεστές συσχέτισης: 0,996-0,9999, θ=23 oC.





Διαδικασία
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Σχήμα 2. Καμπύλες αναφοράς, ΔΑ Δt-1 / mA min-1 ως προς C / mM, που λαμβάνονται στους: a) 28 oC : ΔA Δt-1 = (2,3(0,07) + (5,11(0,07) ( C,  r = 0,9995, b) 23 oC : ΔA Δt-1 = (2(1) + (4,6(0,1) ( C,  r = 0,998 και c) 18 oC : ΔA Δt-1 = (1,7(0,7) + (3,67(0,07) ( C,  r = 0,999.


20 mL του ανθρακούχου αναψυκτικού μεταφέρονται σε ποτήρι ζέσεως των   100 mL  και αναδεύονται επί 10 λεπτά, ώστε να απομακρυνθεί η μεγαλύτερη ποσότητα του διοξειδίου του άνθρακα. Ακολούθως 5,00 mL αναψυκτικού αραιώνονται σε ογκομετρική φιάλη των 100 mL με ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών. Τοποθετείται το μήκος κύματος στα  505 nm και ρυθμίζεται το 100 % της διαπερατότητας του φωτομέτρου.1,00 mL από το πρότυπο διάλυμα ή το αραιωμένο δείγμα αναμιγνύεται με 5,00 mL διαλύματος εργασίας. Το μίγμα τοποθετείται αμέσως στο φασματοφωτόμετρο. Για να εξαλειφθεί  η παρεμπόδιση του ασκορβικού οξέος, τα δείγματα προ-επωάζονται επί 2½  λεπτά με το διάλυμα εργασίας. Κατόπιν καταγράφεται η τιμή της αρχικής απορρόφησης και οι τρεις επόμενες τιμές, που λαμβάνονται ανά δύο λεπτά. Γίνεται γραφική παράσταση των απορροφήσεων συναρτήσει του χρόνου (Σχήμα 1) και υπολογίζονται οι ταχύτητες αντίδρασης σε μονάδες mA min-1 (milli-absorbance min-1). Στη συνέχεια σχεδιάζεται η καμπύλη αναφοράς (Σχήμα 2) και υπολογίζεται η συγκέντρωση της γλυκόζης.








Αριστοποίηση της Αναλυτικής Μεθόδου


Για να εξασφαλιστεί ότι η μετρούμενη ταχύτητα αντίδρασης  (ΔA Δt-1) είναι ανάλογη της συγκέντρωσης της γλυκόζης, η αντίδραση της οξειδάσης της γλυκόζης πρέπει να είναι το ρυθμιστικό στάδιο, ενώ η ενδεικτική αντίδραση, η οποία καταλύεται από την HRP, πρέπει να είναι γρήγορη. Για το λόγο αυτό, η HRP πρέπει να είναι 40 φορές σε περίσσεια από την GOX (20/0.5 IU mL-1). Επίσης, θα πρέπει να χρησιμοποιηθούν οι μεγαλύτερες δυνατές συγκεντρώσεις φαινόλης και 4-αμινοαντιπυρένιου. Αυτή η εργαστηριακή άσκηση μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε θερμοκρασίες δωματίου  μεταξύ 18-28 oC. Με αύξηση της θερμοκρασίας από  τους 18 έως τους 28 oC  παρατηρείται αύξηση της ταχύτητας αντίδρασης κατά 39% (Σχήμα 2). Η γραμμική περιοχή είναι 1-16 mM. Παρόλα αυτά, η χαμηλότερη συγκέντρωση προτύπου για χρήση των φοιτητών ορίζεται στα 2 mM. Με αυτό τον τρόπο μπορούν να χρησιμοποιηθούν φθηνά φασματοφωτόμετρα.


Παρεμποδίσεις
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Σχήμα 3. Eπίδραση του ασκορβικού οξέος στο σήμα  πρότυπου διαλύματος γλυκόζης 5,00 mM που περιέχει a) 0, b) 0,0500 και c) 0,100 mM ασκορβικού οξέος, θ= 28 oC. Ταχύτητες αντίδρασης που μετρήθηκαν / mA min-1: a) 26,6(0,2, b) 26,8(0,4 και c) 26,3(0,5. Lt1=70 s και Lt2=140s


Το υπεροξείδιο του υδρογόνου που παράγεται από την αντίδραση 1 οξειδώνει το ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C) που περιέχεται σε χυμούς και αναψυκτικά, παράγοντας  δεϋδρο - ασκορβικό οξύ:


					H2O2 + C6H8O6       (((        C6H6O6 + 2H2O								         (3)


Η αντίδραση αυτή είναι ταχύτερη της αντίδρασης 2 που καταλύεται από την HRP. Για το λόγο αυτό το ασκορβικό οξύ  παρεμποδίζει μεθόδους τελικού σημείου, έχοντας σαν αποτέλεσμα αρνητικά σφάλματα. Αυτή η παρεμπόδιση εξαλείφεται με την προσθήκη οξειδάσης του ασκορβικού οξέος στο διάλυμα εργασίας. Σε κινητικές μεθόδους ανάλυσης, η αρχική ποσότητα του υπεροξειδίου του υδρογόνου που παράγεται από την αντίδραση 1 καταναλώνεται για την οξείδωση του ασκορβικού οξέος (αντίδραση 3). Για το λόγο αυτό παρατηρείται μία φάση υστέρησης στην καμπύλη ταχύτητας της αντίδρασης (Σχήμα 3). Όταν όλο το ασκορβικό οξύ καταναλωθεί, τότε μετράται η ταχύτητα της αντίδρασης. Ο χρόνος υστέρησης είναι ανάλογος της συγκέντρωσης του ασκορβικού οξέος και αντιστρόφως ανάλογος της συγκέντρωσης της γλυκόζης (ανάλογος του λόγου των συγκεντρώσεων ασκορβικού οξέος - γλυκόζης). Η συγκέντρωση του ασκορβικού οξέος, ακόμη και σε εμπλουτισμένους με βιταμίνη C χυμούς, είναι μικρότερη των 6 mM (�, �), ενώ η αναμενόμενη συγκέντρωση γλυκόζης στους χυμούς και στα αναψυκτικά κυμαίνεται μεταξύ 55-295 mM (�). Έτσι, ο λόγος των συγκεντρώσεων ασκορβικού οξέος / γλυκόζης θα είναι πάντα μικρότερος από 1/50 και ο χρόνος υστέρησης μικρότερος από 140 s, όπως φαίνεται στο Σχήμα 3c. Για το λόγο αυτό, εάν τα δείγματα προεπωαστούν με το διάλυμα εργασίας επί 2½ λεπτά, η παρεμπόδιση του ασκορβικού οξέος εξαλείφεται.





Πίνακας 1. Τυπικά αποτελέσματα φοιτητών κατά τον προσδιορισμό της γλυκόζης σε ποτά και αναψυκτικά�
�
Ποτό, αναψυκτικό�
C, mM�
�
νέκταρ ροδακίνουa�
45,3�
�
νέκταρ βερίκοκουa�
61,2�
�
νέκταρ πορτοκαλιούa�
69,0�
�
spriteb�
88,2�
�
πορτοκαλάδα amitac�
107�
�
gatoraded�
135�
�
χυμός μπανάναςe�
145�
�
coca-colab�
166�
�
fanta b�
330�
�
κατασκευαστές: apepsico-ivi, bcoca-cola, c3E, dquaker beverages, eφλώρινα �
�
Αποτελέσματα Φοιτητών


Τυπικά αποτελέσματα από την ανάλυση αναψυκτικών παρουσιάζονται στον Πίνακα 1. Τα αποτελέσματα των φοιτητών αξιολογούνται με ανάλυση υδατικών διαλυμάτων γλυκόζης (Πίνακας 2). Οι τυπικές αποκλίσεις που φαίνονται στον Πίνακα 2 αναφέρονται σε τιμές που μετρήθηκαν σε περίοδο οχτώ εβδομάδων. Καλύτερη επαναληπτικότητα   είναι δυνατό να επιτευχθεί αν θερμοστατηθεί η κυψελίδα του φασματοφωτομέτρου.








Άλλες Εργαστηριακές Ασκήσεις


Διάφορες άλλες εργαστηριακές ασκήσεις, βασισμένες στην άσκηση αυτή, είναι δυνατό να επινοηθούν για τους ενδιαφερόμενους φοιτητές. Περιγράμματα για πιθανά σχέδια και σχετικές ασκήσεις παρουσιάζονται παρακάτω.


Προσδιορισμός πολυ- και ολιγο-μερών που περιέχουν γλυκόζη ως δομική μονάδα: Μετά από υδρόλυση, οι δισακχαρίτες και οι πολυσακχαρίτες προσδιορίζονται ποσοτικά με προσδιορισμό της γλυκόζης. Με αυτό τον τρόπο προσδιορίζονται η αμυλόζη (�), η σουκρόζη, η λακτόζη και η μαλτόζη (�, �).


Προσδιορισμός άλλων υποστρωμάτων: Αντικαθιστώντας την  GOX με οξειδάση της χολίνης  (�), ουρικάση (�), εστεράση της χοληστερόλης και  οξειδάση της χοληστερόλης (�, �), συνθετάση της γλουταμίνης και  κινάση του πυροσταφυλικού οξέος (�), μπορεί να γίνει προσδιορισμός της χολίνης, του ουρικού οξέος, της χοληστερόλης και της αμμωνίας, αντίστοιχα.


Προσδιορισμός υπεροξειδίων: Αν και η  GOX οξειδώνει εκλεκτικά την  β-D-γλυκόζη, η αντίδραση 2 δεν είναι εκλεκτική και πολλά άλλα οξειδωτικά δίνουν έγχρωμο προϊόν με το σύστημα της  φαινόλης - 4-αμινοαντιπυρένιου (�). Με αυτό τον τρόπο η αντίδραση 2 μπορεί να χρησιμοποιηθεί για προσδιορισμό Η2Ο2 σε προϊόντα ψαριών (�) και λιπαρών υπεροξειδίων σε λίπη και έλαια (�).


Προσδιορισμός φαινολών: Οι φαινόλες αντιδρούν με το 4-αμινοαντιπυρένιο σύμφωνα με την αντίδραση 2 ακόμη και χωρίς H2O2 και HRP, παρουσία Fe(CN)63- ή S2O82-. Με αυτό τον τρόπο μπορούν να προσδιοριστούν οι ολικές φαινόλες στα νερά και τα εδάφη (�, �, �), και η πενταχλωροφαινόλη σε πριονίδι (�).


Πίνακας 2. Αποτελέσματα φοιτητών από την ανάλυση υδατικών δειγμάτων γλυκόζης�
�
 Δοθείσα C, mM�
     Ευρεθείσα  C, mM ( SD (n=12) �
%RSD�
�
4,00�
  4,3 ( 0,5�
12�
�
8,00�
  8,4 ( 0,8�
9,5�
�
12,0�
12,7 ( 0,7�
5,5�
�
16,0�
15,8 ( 0,8�
5,1�
�
Αποτελέσματα 48 φοιτητών κατά τη διάρκεια εργαστηριακών πειραμάτων  8 εβδομάδων �
�
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