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Kohlenhydrate

Allgemeines

Die Kohlenhydrate sind eine Gruppe natürlich vorkommender Carbonylverbindungen, die zusätzlich mehrere Hydroxygruppen tragen. Sie sind wichtige Speicherstoffe von Energie für den menschlichen Organismus. Sie werden z.B. in Form von Glykogen in der Leber gespeichert. 

1.Teilversuch

Saccharose besteht aus Glucose und Fructose im Verhältnis 1:1. Sie sind o-glycosidisch verbunden. Saccharose läßt sich durch das Enzym Saccharase in seine Ursprungskomponenten spalten.

Saccharose + H2O  Saccharase   Glucose + Fructose

Während der Glycolyse werden die Kohlenhydrate phosphoryliert. Da keiner der Reaktionsstoffe photometrisch gut zu unterscheiden ist, muß sie mit einer Zusatzreaktion gekoppelt werden. Hierzu eignet sich das Coenzym NADP besonders, da die reduzierte Form NADPH/H+ ein anderes Absorptionsmaximum besitzt, nämlich 340nm. Während dieser Reaktion wird das Glucose-6-Phosphat unter Reduzierung von NADP+  zu NADPH / H+ zu 6-Phosphoglucolacton.

Da in Saccharose das Verhältnis Fructose zu Glucose 1:1 vorliegt, würde die quantitative Bestimmung von Glucose-6-Phosphat ausreichen. Zur Kontrolle wandeln wir durch das Enzym Phosphoglucoseisomerase das Fructose-6-Phosphat in Glucose-6-Phosphat um. Wir werden damit im Verlaufe des Versuchs die doppelte Glucose-6-Phosphatkonzentration erreichen.

Inkubationsansatz: 

0,5 ml Acetatpuffer (pH = 4,6)

0,5 ml Saccharoselösung (Konzentration unbekannt) und

0,05 ml Saccharoselösung (1 mg/ml)

Außerdem pipettiert man in 2 Küvetten:

1ml TEA

0,05ml ATP

0,05ml NADP+

0,05ml MgCl2

Nach 10 und 30 Minuten entnehmen wir 0,05 ml des Inkubationsansatzes, gibt ihn in eine der vorbereiteten Küvetten und versetzen ihn mit 0,02 ml Hexokinase (1. Messung: E1 im Photometer bei 340nm). Anschließend gibt man 0,02 ml G-6-PDH hinzu (2.Messung: E2). Nach Stabilisierung des Extinktionswertes gibt man noch 0,02 ml PGI hinzu (3.Messung: E3) und wartet, bis ein konstanter Wert erreicht wird. Die Messung nach 30 Minuten wird unter den selben Bedingungen durchgeführt. Wir erhalten folgende Werte:


1.Bestimmung
2.Bestimmung

E1: 
0,168
0,167

E2: 
0,508
0,513

E3:  
0,693
0,839

Mit Hilfe des Lambert - Beerschen - Gesetzes läßt sich nun die Konzentration aus den gemessenen Extinktionen von Fructose und Glucose berechnen.


1.Bestimmung
2.Bestimmung

Glucose
54,6
55,6

Fructose
29,74
52,4

Alle Angaben in µmol/l

Zur Saccharosebestimmung müssen wir die unterschiedliche Verdünnungen beachten:

Verdünnungsstufen:

f1 = 2,1 (Verdünnung der Saccharose von der Stammlösung in den Inkubationsansatz)

f2 = 24,8 (Glucose)

f3 = 25,2 (Fructose)

[Saccharose] = [Glucose] * f1 * f2

nach 10 Minuten : 2,84 mmol/l
nach 30 Minuten : 2,89 mmol/l   (Mittelwert: 2,86)

[Saccharose] = [Fructose] * f1 * f3

nach 10 Minuten : 1,57 mmol/l
nach 30 Minuten : 2,77 mmol/l   (Mittelwert: 2,17)

2.Teilversuch:

Wir bereiten zuerst zwei Inkubationslösungen vor:

1 ml Acetatpuffer

0,5 ml Saccharoselösung (10g / 100 ml)

0,05 ml Saccharaselösung ( 0,1 mg / ml)

Nach fünf und zehn Minuten gibt man 0,5 ml Trislösung zur Hemmung der Reaktion dazu. Nun setzen wir die Testlösung an:


1 ml TEA

0,05 ml ATP


0,05 ml NADP+

0,05 ml MgCl

0,02 ml Hexokinase

0,02 ml aus dem Inkubationsansatz

Nach Zugabe von 0,02 ml G - 6 - PDH und 0,02 ml PGI werden die Extinktionen bei 340 nm

gemessen:


Bestimmung 1

Bestimmung 2


E1
0,140

0,301


E2
0,268
0,128
0,559
0,258

Wir berechnen nun die spezifische Aktivität:

Es gilt:

d = 1cm;         = E2 - E1;     f4 = 61,5;   f5 = 0,5;   t = Inkubationszeit;   

V = 2,05 ml (Volumen des Inkubationsansatzes); p = 0,005 mg (Proteinmenge im Inkubationsansatz)

nach fünf Minuten: 121,33 U/mg

nach zehn Minuten: 122,28 U/mg

Im Mittel ergibt dies eine spezifische Aktivität von 121,8 U/mg.

