2.1. Oznaczanie cukrów redukujących metodą Nelsona

Cel ćwiczenia:
wykorzystanie niespecyficznej reakcji, opartej na właściwościach redukujących cukrów, do oznaczania ilościowego glukozy w płynach ustrojowych.

Zasada metody

Metoda Nelsona oznaczania cukrów redukujących oparta jest na następujących reakcjach chemicznych: w słabo zasadowym środowisku wodorotlenek miedziowy (II) (a właściwie zasadowe sole miedziowe) redukowany jest przez cukry redukujące do tlenku miedziowego (I). 

Tlenek miedzi(I) redukuje kwas arsenomolibdenowy do niebiesko zabarwionej mieszaniny tlenków i wodorotlenków molibdenu na V stopniu utlenienia. Pomiar ekstynkcji przy długości fali 620 nm pozwala na oznaczenie stężenia cukru. 

Odczynniki:

1.
odczynnik miedziowy 

2.
odczynnik arsenomolibdenowy

3.
wzorcowy roztwór glukozy: 50 (g glukozy w 1 ml.

Wykonanie

Przygotowanie krzywej wzorcowej

1.
Do 5 ponumerowanych WYSOKICH probówek odmierzyć po 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 i 0,5 ml roztworu wzorcowego glukozy. Wszystkie probówki uzupełnić wodą do 0,5 ml.

2.
Próba ślepa odczynnikowa zawiera 0,5 ml wody destylowanej zamiast roztworu wzorcowego.

3.
Następnie do wszystkich probówek (ślepej i prób wzorcowych) dodać po 0,5 ml odczynnika miedziowego i wstawić na 10 minut do wrzącej łaźni wodnej (uwaga: woda w łaźni powinna wyraźnie gotować się od samego początku inkubacji!).

4.
Po wyjęciu probówek i ich oziębieniu dodać po 0,5 ml odczynnika arsenomolibdenowego, wytrząsając przy tym starannie celem usunięcia wydzielającego się dwutlenku węgla. Płyn przybiera niebieskie zabarwienie o intensywności proporcjonalnej do zawartości glukozy.

5.
Następnie dodać do probówek po 3,5 ml wody destylowanej.
6.
Zmierzyć ekstynkcję prób przy (=620 nm względem próby ślepej.

Opracowanie wyników

( Wykreślić krzywą wzorcową na papierze milimetrowym (zależność ekstynkcji od ilości glukozy w (g).
2.2 Wyznaczanie optimum pH sacharazy 

Cel ćwiczenia:
wykazanie zależności aktywności sacharazy od pH środowiska reakcji oraz wyznaczenie optimum pH dla tego enzymu.

Sacharaza [EC 3.2.1.26] to (-fruktofuranozydaza, czyli enzym katalizujący rozpad wiązania (-glikozydowego i przeniesienie uwalnianej fruktozy na wodę lub inny akceptor (alkohole: metylowy, benzylowy, glicerol; glukozę lub oligosacharydy). Sacharaza spełnia więc rolę zarówno hydrolazy, jak i transferazy.

Sacharaza nie ma znaczenia diagnostycznego. Stanowi jednak wygodny przykład dla opisu wpływu wywieranego przez czynniki środowiskowe, takie jak  pH i temperatura, na aktywność katalityczną enzymów.

Miarą aktywności każdego enzymu jest albo ubytek substratu, albo przyrost produktu w jednostce czasu. W wyniku działania sacharazy na sacharozę w mieszaninie reakcyjnej pojawiają się monocukry – glukoza i fruktoza. Bezpośrednie kolorymetryczne oznaczenie ich stężenia w próbie nie jest możliwe. W tym celu wykorzystuje się zdolność tych cukrów do redukowania odczynnika miedziowego, którym przerywana jest reakcja enzymatyczna. Zredukowany odczynnik miedziowy jest z kolei reduktorem kwasu arsenomolibdenowego (metoda Nelsona). Do odczytania ilości cukrów redukujących niezbędna jest krzywa standardowa (patrz ćwiczenie 2.1.).

Odczynniki:

1.
 2% roztwór sacharozy (substrat);

2.
 0,06 M bufor fosforanowy o pH 4,6;

3.
 0,06 M bufor fosforanowy o pH 5,2;

4.
 0,06 M bufor fosforanowy o pH 6,0;

5.
 0,06 M bufor fosforanowy o pH 7,2;

6.
 roztwór sacharazy (enzym) – zawiesina komórek drożdżowych;

7.
 odczynniki do oznaczania cukrów redukujących metodą Nelsona (odczynnik miedziowy i odczynnik arsenomolibdenowy)
Wykonanie

Przeprowadzenie reakcji enzymatycznej

1.
Przygotować 4 ponumerowane probówki zawierające po 5 ml roztworu sacharozy (substrat).

2.
Do każdej dodać po 0,5 ml buforu fosforanowego o odpowiednim pH:

do probówki  nr1  - buforu fosforanowego o pH 4,6;

do probówki nr 2  - buforu fosforanowego o pH 5,2;

do probówki nr 3  - buforu fosforanowego o pH 6,0;

do probówki nr 4  - buforu fosforanowego o pH 7,2.

3.
Probówki wstawić do łaźni wodnej o temp. 37°C i inkubować około 5 minut.

4.
W tym czasie przygotować 4 WYSOKIE probówki (ponumerowane: 1’- 4’) zawierające po 0,5 ml odczynnika miedziowego. Probówki te posłużą później do przerwania reakcji.

4.
Do probówek nr 1 - 4 umieszczonych w łaźni (nie wyjmować probówek!), dodać po 0,5 ml roztworu sacharazy (enzym). Enzym do kolejnych probówek dodawać w równych odstępach czasowych (np. co 20 sekund). Dodanie enzymu rozpoczyna reakcję enzymatyczną. 

5.
Dokładnie po 10 minutach od dodania enzymu do pierwszej probówki przerwać reakcję przez przeniesienie 0,1 ml mieszaniny reakcyjnej do odpowiedniej probówki z odczynnikiem miedziowym (z nr 1 do 1’, z nr 2 do 2’, itd.). Przy przerywaniu reakcji zachować odstępy czasowe takie jak przy dodawaniu enzymu – tylko w ten sposób czas trwania reakcji w każdej probówce będzie wynosił 10 minut.
Oznaczanie ilościowe produktów reakcji - cukrów redukujących - metodą Nelsona. 

Próba ślepa:
1.
Przygotować probówkę zawierającą 0,1 ml wody destylowanej i 0,5 ml odczynnika miedziowego.

Próby właściwe:
2.
Probówki o nr 1’- 4’ zawierające po 0,1 ml mieszaniny reakcyjnej i po 0,5 ml odczynnika miedziowego.

3.
Próbę ślepą oraz próby właściwe umieścić na 10 minut we wrzącej łaźni wodnej, po czym schłodzić.

4.
Do wszystkich probówek dodać po 0,5 ml odczynnika arsenomolibdenowego.

5.
Próbki dobrze wstrząsnąć, dodać po 3,9 ml wody i ponownie wstrząsnąć.

6.
Odczytać ekstynkcje prób właściwych wobec ślepej przy (=620 nm.

Opracowanie wyników

( Otrzymane ekstynkcje są proporcjonalne do ilości cukrów redukujących w próbie. Aby je przeliczyć na ilość cukru należy skorzystać ze wzorca, którym jest krzywa standardowa (ćwiczenie 2.1.)

( Zależność aktywności enzymu od pH środowiska reakcji należy przedstawić graficznie i z wykresu odczytać wartość pH, w którym enzym wykazuje maksymalną aktywność (optimum pH).
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