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Hintergrundinformation zur Glucoseoxidase (GOD)

Die Glucoseoxidase (GOD), ein Enzym, welches aus Schimmelpilzen, z. B. Aspergillus niger, gewonnen wird, katalysiert die Oxidation von (-D-Glucose mit Sauerstoff zum Gluconolacton bzw. Gluconsäure und H2O2. Es ist ein Hämprotein und vom Coenzym FAD/FADH2 abhängig. Da (-D-Glucose in wässriger Lösung mit der (-Form im Gleichgewicht vorliegt, spielt die Verschiebung des Gleichgewichts zwischen den beiden Formen eine wesentliche Rolle. In einer frisch zubereiteten Lösung von D-Glucose (aus Wasser auskristallisiert), die noch hauptsächlich aus der (-Form besteht, erhält man eine langsamere Reaktion, als mit einer gleichkonzentrierten im Gleichgewicht befindlichen „alten“ Lösung. In den ersten Minuten der Reaktion wird die Reaktionsgeschwindigkeit in einer solchen Lösung von der überwiegend vorhanden (-D-Glucose bestimmt.
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Reaktionsschema:

(a) (-D-Glucose + GOD/FAD  (  GOD/FADH2 + (-D-Glucono-(-lacton

(b) (-D-Glucono-(-lacton + H2O  (   Gluconsäure

(c) GOD/FADH2 + O2  (  GOD/FAD + H2O2

Indikatorreaktion: H2O2  +  2 I-  +  2 H+  (  I2  +  2 H2O


Jod/Stärkereaktion

Praktischer Teil:

Verwendete Lösungen:
Pufferlösung: 0,15 M Phosphatpuffer pH 7, ist außerdem 0,1 M an Iodidionen

Stärkelösung: 1 % (w/v)

Glucoselösungen für Eichkurve: 1 ml enthalten 4,5 (g, 6,0 (g, 9,0 (g, 13,5 (g, 18 (g Glucose.

Dazu wird eine 0,1 M Glucoselösung hergestellt (18 mg/ml) und zur Demonstration der Empfindlichkeit des Nachweises 1:100 verdünnt. Davon werden dann 25 (l, 33 (l, 50 (l, 75 (l und 100 (l pipettiert und mit dest.Wasser auf 1 ml verdünnt. Wenn man keine Mikroliterpipette zur Verfügung hat, muß die obige Lösung entsprechend weiter verdünnt werden.

Enzymlösung: Es wurden 3 mg GOD in 1 ml Wasser gelöst. Verwendet wurde hier ein käufliches Präparat der Fa. Merck (90 U/mg, Fremdaktivität an Katalase unter 1 U/mg)

Photometer: Wellenlänge ( = 578 nm; Meßtemperatur: 21°C 

Bei unseren Versuchen wurde ein Photometer Eppendorf verwendet. Hat man keinen Photometer zur Hand, läßt sich auch anhand eines Standarts, den man sich aus verschieden Iod/Stärkekonzentrationen herstellt, durch einen Vergleich der Farbintenstäten mit dem Auge die Glucosekonzentration recht genau abschätzen.

Die Indikatorreaktion kann den Schülern gezeigt werden, indem man 2 ml des Iodid enthaltenden Phosphatpuffers mit 0,5 ml Stärkelösung versetzt und dann 10 (l 3% H2O2-Lösung zupipettiert. Sogleich erscheint die blaue Farbe des Iod/Stärke-Komplexes.

Aufnahme einer Eichkurve:

Die Extinktion wird nach 40 oder nach 120 Minuten, wenn nur noch eine geringe Extinktionsänderung erfolgt, abgelesen. Gemessen wird gegen einen Leerwert, der keine Glucose enthält. Der Leerwert zeigte nach zweistündigem Stehen bei Zimmertemperatur nur eine geringe Extinktionsänderung bei 578 nm von 0,01, so daß man davon ausgehen kann, daß die als Indikator benutzte Stärke nur minimal hydrolysiert wird, da die GOD kaum Glucosidaseaktivität enthält. Die Stärkelösung sollte vor jeder Messung frisch angesetzt werden.

Pipettierschema und Beispiel für eine Messreihe zur Erstellung der Eichkurve:

(Der erste Wert für 4,5 (g/Ansatz Glucose zeigt die Grenze der Meßgenauigkeit. Wir erhielten bis auf einen Fehler von 5 % reproduzierbare Meßergebnisse, wenn im Bereich zwischen 5 und 20 µg Glucose im Ansatz gemessen wurde.)

	Puffer pH 7+ Iodid 

ml
	Stärkelösung

ml
	Glucoselösung

(g/ml
	Enzym

(l
	Extinktion 

nach 120 Min.
	Extinktion

nach 40 Min.

	1
	0,5
	4,5            (25 (l)
	100
	0,13
	0,04

	1
	0,5
	6,0            (33 (l)
	100
	0,196
	0,072

	1
	0,5
	9,0            (50 (l)
	100
	0,395
	0,186

	1
	0,5
	13,5          (75 (l)
	100
	0,69
	0,35

	1
	0,5
	18,0        (100 (l)
	100
	0,98
	0,52




Zeitlicher Verlauf der Oxidation mit GOD bei verschiedenen Glucosekonzentrationen



Eichkurven für Konzentrationen im Bereich von 4,5 bis 18 µg Glucose/ml

