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Kvantitativ bestemmelse af glucose

Det “synlige” formd med gvelsen er at lage, hvorledes man helt praist kan bestemme sma maangder of
glucosei en vandig oplasning ved hjadp af malepipetter, spektrofotometer og en indikatorvaeske.

Det “skjulte”, men lige sA vigtige formdl er, at lage at handtere begreberne: masse (gram), stofmaagde (moal),
molar masse (gram/mol) og koncentration (masse/liter (g/l); maengde/liter (mol/l)). De tre farste begreber er
bundet sammen i en simpel huskeregel (“trekantmodellen”), der har falgende udseende og Iasninger:

M:%gramfmul n=-——= mol

n = M

stofmengde molarmasse
(moly (g/mol)

m=n % M gram

Trekanten fortadler at n=m“over” M; M =m “over” nog m =n “gange” M.

Davi i gvelsen skal benytte en glucoseoplasning, der kun indeholder en koncentration p& 600 ny glucose per
milliliter, ma den fremstillesi to trin, davi ikke kan afveje s3 sma maangder glucose.

90 ml
Tan
100 ml — 100 ml [—— 100 ml - 100 ml —
0,60 ¢ 0,60 g/100 ml 0,06 g/10 ml 0,06 g/100 ml
glucose 0,006 g/ml 0,0006 g/ml

6 x 10%g/ml
600 x 10"%g/ml = 600 pg/ml

Figuren oven for viser, hvorleds glucoseoplasningen, der indeholder 600 ng glucose/ml, fremstilles.

@ Der afvejes 0,60 gram glucose, som oplsgsesi 100 ml demineraliseret vand. Dvs. der i méleglasset er 0,60
9/100 ml. Det svarer til en massekoncentration pa 0,006 g/ml. Denne stamoplasning var faardigblandet da for-
sgget startede. Vi kan ogsa udtrykke stamopl gsningens molaare koncentration, det gere med formlen:

n
Cc, =— mol/liter,  (formel 1)
v

hvor c, er antal mol af stoffet A (glucose), der er anvendt til at fremstilling af 1 liter oplasning.



For at beregne ¢, er det nadvendigt at kende stofmaangden (n). If@lge huskereglen beregnes den ved hjedp af
formlen mol = vaggt i gram af stoffet/stoffets molarmasse, eller som den mere formelt kan skrives:

n="0_ (formel 2)
M

M, der er molarmassen, har dimensionerne gram/mol. Molarmassen for glucose (CsH120s) er 180g/moal; den
findes ved hjadp af atomvaagten i det periodiske system, hvor massen regnesi units (u): (6*12 u) + (12*1 u) +
(6*16 u) = 180 u. (se ogsa det uddelte bilag: Begrebet mol). Ved at indszdte de kendte vaadier kan vi nu finde
n:

_060_ 0,0033 mol
180

Davi har oplgst denne stof maangde pa 0,0033 mol i 100 ml demineraliseret vand, kan vi nu beregne den molze
re koncentration af glucose i stamoplgsningen ved at benytte formel 1.

_0,0033

Caucose = 75 = 0,033 mol/liter
10040

Formel 1 og formel 2 kan sadtes sammen til et enkelt formeludtryk for den molagre koncentration, som det er
gjort i det uddelte bilag: Begrebet mol. Formlen f& felgende udseende:

m
Ca = M == n; - m~1000 mol/liter (formel 3),
vX0 vx0~ xM v xM

hvor m er massen (“vaagten”) af det oplagste stof A (glucose) i gram, v er maangden af oplasningsmiddel i ml
og M er molarmassen af det oplaste stof A (glucose).

@ Hvert hold afpipetterede 10 ml af oplasningen og overfarte disse til et tomt méleglas. N&r der i hver ml af
oplasningen er 0,006 g glucose, ma der selvsagt i de 10 ml vaare 0,06 g glucose. Bemagk at stofmaangden sta-
dig er den samme: nemlig 0,033 mol/liter.

Maleglasset med de 0,06 g glucose pafyldes nu 90 ml vand, hvorved det samlede rumfang er 100 ml. De 0,06
gram glucose er nu fordelt i 100 ml vand. Koncentrationen udtryk i g/ml er nu: 0,0006g/ml, eller hvis vi gan-
ger med 10% 600 my/mll.

For gvelsens skyld kan denne massekoncentration ogsa udtrykkes som en molaa koncentration. Ved at benytte

formel 3 ovenfor finder man:
_0,06x000

Cglueoga - = O, 0033 mOI/I
100%80

Neeste led i gvelsen er at fremdtille 6 reagensglas, der indeholder kendte glucosekomcentrationer, samt to rea-
gensglas, der indeholder ukendte koncentrationer af glucose.

| det falgende ska vi ngje falge, hvorledes de seks reagensglas med kendte, men forskellige koncentrationer af
glucose, tilberedes. Det foregar i toi to trin som vist i nedenstdende figurer.



1. trin GLUCOSEOPLGSNING

N W

Tom 0,2 ml 0,4 ml 0,6 ml 0,8 ml 1,0 ml
120 g 240 po 360 pug 480 po 600 pg

O Reagensglas nr. 1 tilfares ikke glucoseoplgsning. | reagensglas nr. 2 overfares meget omhyggeligt 0,2 ml
glucoseoplasning ved hjadp af en 1 ml malepipette. Da der i stamopl@sningen er 600 ny glucose/ml, ma der i
de 0,2 ml, der overfares, vaae 1/5 af denne vaggtmaangde nemlig 120 ng glucose. | reagensglas nr. 3, hvor der
overfares 0,4 ml, mader vaae 2/5 af de 600 ny glucose = 240 ny glucose. | glas 4, 5 og 6, hvor der henholds-
vis overfares 0,6 ml, 0,8 ml Og 1,0 ml, ma der vaare 360, 480 og 600 ny glucose.

@ Nu fyldes der demineraliseret vand i alle glassene, s& der er det samme volumen i alle 6 reagensglas. Ved at
pafylde glassene vand, amdres der ikke pa glucosemaangden i de 6 glas. Men koncentrationen er aadret! P&
fyldningen, der foretages med en 5 ml mal epipette, sker efter skemaet i nedenstdende figur:

2.trin

0 pg/2,5 ml 120 xg/2,5ml  240pg25ml  360pg25ml  480ug2,5ml 600 pg/2,5 ml
48 prgml 96 pgml 144 jigiml 192 pg/ml 240 pg/ml

Efter pafyldningen af vand er der 2,5 ml vand i hvert glas. i Reagensglas 1 er der ingen glucose, det er tomt,
eller som man siger “blank”, det skal bruges, nér spektrofotomeret skal indstilles.

| reagensglas nr. 2 er de 120 ny glucose fordelt i 2,5 ml vand; det giver malt i ng/ml en koncentration pa
120/2,5 = 48 ng/ml. | glas nr. 2 er koncentrationen 240/2,5 = 96 ng/ml osv. Vi har nu gode oplysninger om,
hvor meget der er i hvert af de 6 reagensglas. Den eneste, men vassentlige usikkerhedsfaktor er den menneske-
lige: Hvor praecis og omhyggelgt har jeg af pipetteret stamoplsningen og vandet? Da malingerne atid foregar i
spektrofotomerets cuvetteglas, har jeg i gvelsen valgt, at udtrykke de kendte koncentratioer per glas, men det
er vigtigt, at | kan foretage de andre omregninger til mikrogram/l (g/l) og mol/I (millimol/1).

Hvis vi ensker at kende den molaae koncentration i hver glas, sker beregningen med formel 3. Benyttet pa glas
nr.2 ser beregningen sdedes ud:

. = 120x10°® x1000
licose 2,5X80

=0,0002667 moal/l = 0,2667 mmol/l (millimol/I)

i glas nr 3, hvor koncentrationen er dobbelt s stor er den molagre koncentration = 0,000533 mol/l eller 0,533
mmol/l. Ved sma koncentrationer ser det pamere ud at skrive koncentrationerne i millimol.



De 6 kendte praver, skal nu blandes med salicylatreagens. Ved tilberedningen af denne, er der bla. benyttet en
2 molaa natriumhydroxid (NaOH) oplasning (det fremgar af avelsesvejledningen). Prev din viden efter, om du
ogsd kommer til, at det er en 2 molaa oplasning, der fremkommer, nér der er oplast 8,0 g NaOH i 100 ml
vand).

Med en 5 ml malepipette tilsaettes der 1,0 ml sdicylatreagens (indikatorvaeske) til hvert glas. Det samlede ind-
hold i hvert glas er nu 3,5 ml. Jeg hdber, at alle kan indse, at den sidste tilsaning af salicylat ikke pa nogen
made pavirker beregningerne over, hvad der er af glucose i de 6 reagensglas. Det, vi skal mdle er, hvorledes
den samme maangde sdlicylat ragerer med forskellige koncentrationer af glucose oplast i 2,5 ml vand.

Alle 6 reagensglas koges i vandbad i 5 minutter. Ved den hgje temperatur vil glucose reducere salicylatreagen-
sen. Den reducerede reagens amdrer farve fragul til en rad-gul farve. Jo mere glucose, der er i et glas, jo mere
reduceret salicylat dannes der, og jo merkere radfarvet bliver indholdet i glasset.

I glas nr.1, hvor der ikke er glucose, haves den ureducerede salicylatreagens farve. Denne reagens tilbagehol-
der ale balgelangder i det synlige lys undtaget den balgelaangde, der svarer til gult lys. vaeskens farve. Det
gule lys, har en balgelaangde p& 540 nanometer (540 * 10° meter). Lys, der kun bestér af én bestemt bgige-
laengde, kaldes monokromatisk (“en farve™).

Daindholdet i glas nr. 1 ikke tilbageholder gult lys, men tvaatom sender det igennem (transmitterer det), be-
nytter vi dette glas til at justere spektrofotometeret. Proceduren er: Farst taandes spektrofotometeret. Det op-
varmesi ca. 2 minutter. Med tom, lukket cuvetteholder indstilles fotometeret til 0% transmittans, dvs. intet lys
kommer igennem cuvetteholderen. Dernaest isadtes glas nr 1 med den gule ikke-reducerede sdlicylat. Cuvette-
holderens 18g lukkes og skalaen indstilles til 100% transmittans. Nu er instrumentet kalibreret. Da der sendes
100% lysenergi igennem praven, absorberes der ikke lys, dvs. absorbansen er lig med nul. N&r transmittansen
er 0% er absorbansen tilsvarende uendelig stor. Absorbansen er fundet til at vaare logaritmen til forholdet mel-
lem intensiteten af det lys der gar gennem ureducerede salicylat, svarende til 100% transmittans, og intensite-
ten af det lys, der dipper gennem en prave med reduceret salicylat. Det er sandt i dle de tilfadde, hvor “tykkel-
sen” af praven er konstant. Tykkelsen af praven er tykkelsen af de cuvetter, der passer ngje ned i spektrofoto-
meteret. Seigvrigt i pvelsesvejledningen

Nar spektrofotomeret aflaeses kan man vedge at aflsese transmittansen. Gares det, skal man afbilde sit resultat
pa semilogaritmisk papir. Man kan istedet aflasse absorbansen pé apparatets logaritmiske skala, og afbilde sit
resultat pa amindeligt milimeterpapir.

Sammenhaangen mellem absorbansen og koncentrationen af preverne er liniag bortset fra helt tynde koncen-
trationer.

Et resultat af malingerne pa de seks kendte glas kan se ud som falger:



Absor bansens afhaengighed af glucosekoncentrationen
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Maengde glucosei mikrogram per reagensglas

Parallelt med tilberedningen af de seks reagensglas med kendte glucosekoncentrationer, er der tilberedt to rea-
gensglas af to preveoplasninger (A og B) med ukendte glucosekoncentrationer. Til reagensglassene (nr. 7 og
nr. 8) er der tilfart 1 ml af hver af de to preveoplasninger plus 1,5 ml vand og 1,0 ml salicylatreagens. Begge
glas har sdledes en vandig oplasning af glucose pa 2,5 ml svarende til de seks kendte reagensglas. Glassene
koges pa samme vis som de kendte glas. Absorbansen aflaeses pa fotospektrometeret.

Ved hjadp af diagrammet over sammenhaangen mellem de kendte glucosemaangder og absorbansen, kan | gra-
fisk afleese maangden af glucose i de ukendte praveoplasninger A og B. Husk at angive hvad det er for en kon-
centration i har bestemt (ng/glas, ng/ml eler mol/l).



