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有機化學實驗微量化之後續教材規劃與實施改進計畫

前言
這份報告分為規劃微量級有機化學實驗所做之一連串研究，主要是為了分析食品中所含之葡萄糖含量，結合了生化上酵素的應用，化學分析技巧的使用以及大二有機化學的觀念而設計出實驗；在此我們嘗試了幾種方法去分析葡萄糖，而在這幾種方法中選出最為簡便、快速、靈敏度高、準確度高之方法以便應用於有機化學實驗上。

由於本計畫的重點工作為建立符合綠色環保概念的微量級有機化學實驗室，因此規劃的工作除了要徹底的將有機化學實驗微量化外，本人的想法是要再規劃一些具有生化觀念的有機實驗。例如配合有機化學課程的碳水化合物講授，我們規劃了澱粉和葡萄糖的生化酵素定量方法，有別於傳統的有機化學實驗分析方法的耗時和藥品的耗量。我們嘗試在近幾年內研究規劃出在有機化學實驗課程中可於三小時的節數中，讓學生學習到應用簡單的分光儀，並學習利用簡易生化分析方法，也可準確的定量碳水化合物。

我們同時想到應用類似原理將分析的碳水化合物擴充到其他的常見糖類，例如果糖和蔗糖等等。我們知道除了蔗糖外，國內的飲食界也漸漸改用果葡糖漿當作甜味劑。隨著消費習慣的轉型，國人的飲食已愈來愈重視健康概念，一般認為容易引起肥胖的高糖、高熱量食物，漸漸無法獲得消費大眾的認同，在糖類方面，吃得美味也要吃得健康。教育部宣布，從這學期起，全台所有高中職、國中、國小，校內只能販售純果（蔬菜）汁、鮮乳、保久乳、豆漿、優酪乳、包裝飲用水和礦泉水等7種飲料，且點心或飲料的熱量、脂肪、添加糖類及鈉含量都不能超過規定。雖然說是百分之百的純果汁才可以在中小學校園內被販售，但有些品牌號稱為純天然果汁，也可能會有標示不實情況，所以我們認為在大學部的微量級有機化學實驗中，就可規劃果汁飲料的糖量分析。課程的活學活用，使學生對有機化學實驗更能產生興趣。我們的規劃實驗也經過大學部的專題生研究發展出可行的教學教材方案，將在附錄的教材中詳述實驗內容。

傳統的有機化學實驗教學，所需藥品劑量較大，且未詳細考慮毒性問題；而實驗內容大多僅與老師所教授之原理相關，鮮有與高新科技或環保議題互相結合者。此外，修習實驗的學生們，易限於時間或經費，無法充分完成必要之基礎訓練。本微量級有機化學實驗課程之規劃與設計擬針對前述缺點進行改進，計畫之主要目標有下述四項：

(1)  建立連續性及微量觀念之有機化學實驗，以降低環境污染。

(2)  建立綠色化學概念(Green chemistry)，藉由改用低毒性、低劑量之藥品，以及設計合適之回收系統，使藥品用量降到最低，並達重複使用之目標。

(3)  增加與生物醫藥科技及環保或與海洋資源之應用相關之實驗，與本校生物和海資系作跨系整合訓練，以增進學生實驗興趣。為避免時間或經費之浪費，可用現場示範及多媒體教學強化。

(4)  建立以網路進行線上模擬化學實驗、線上成績評量、繳交作業及線上討論…等現代化遠距網路教學。

微量有機實驗需要學生小心進行實驗，並熟悉操作和傳統實驗不同的微量裝置。因此在規劃微量有機實驗時將先介紹實驗裝置，讓學習者如何準備實驗，也使學生有信心地開始作微量有機實驗。規劃中的微量級有機實驗課程，學生除了需要執行基本且正確的實驗步驟之外，也可以從實驗課程裡學到達到實驗工作安全和小心取得數據。

本校除了化學系之學生修習有機實驗課程外，另有生物系和海資系學生修習有機實驗課程。因此在實驗課程之安排將會結合生物科技之發展趨勢，如利用酵素或菌種為生物催化劑或利用固定化的反應試劑為基礎的實驗，以取代同類型的傳統化學反應。或可安排相關有藥效活性海洋天然物之抽取實驗，以利發展海資系之所長。化學系之學生修習有機實驗課程為兩學分，將會規劃成一學分。生物系和海資系學生修習有機實驗課程為一學分。每學年約有一百四十人修習有機化學實驗課程。若規劃學程經實驗後為切實可行者則將課程內容上網流通，以收網際教學之效。

在跨科系之教學資源整合方面，考量本校除了化學系之學生修習有機實驗課程外，另有生物系和海資系學生修習有機實驗課程。因此在實驗課程之安排將會結合生物科技之發展趨勢，如利用酵素為生物催化劑或利用固定化的反應試劑為基礎的實驗以取代同類型的傳統化學反應。詳細的實驗規劃課程如後所述。最後想提一件讓本人覺得相當欣慰的事情，就是本系已重新完成整修學生有機實驗室，希望從此之後就不會因破舊不堪使用、學習環境品質甚差的實驗室而影響大學有機實驗相關教學。希望在基礎科學和卓越教學計畫中，能從基礎的有機化學實驗中，結合具有環保的綠色化學微量級實驗，並增添較有前瞻性的生化觀念原理之外，讓學子有嶄新的實驗操作和學習環境，將更能收到百年樹人教育之效。
有機化學實驗室整修規劃圖
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壹. 還原醣化學定量法
一.原理:

葡萄糖(D-Glucose) 因其含有含有一個醛基(-CHO)，屬於醛醣(Aldose)，分子式為C6H12O6,具右旋性,又稱右旋醣，結構式含有4個不對稱碳原子,故應有16種光學異構物，具還原能力,可使斐林試劑產生Cu2O沉澱,多侖試劑產生銀鏡反應,遇溴水則氧化成葡萄糖酸。在此我們決定先使用斐林試液之其中一種類型-Bertrand還原醣化學定量法來求得樣品的葡萄糖實際含量，並以此法作為定量分析的入門研究，Bertrand法可以分析所有之還原醣含量，但是在日常生活中之人工飲料一般皆是添加果糖、葡萄糖或者是蔗糖，一般像是半乳糖在一般人工飲料中比較少見，所以可以用來分析葡萄糖之含量。
反應式:
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由於還原糖具有可養化成酸之官能基-醛，可被二價銅離子氧化，而二價銅離子則被還原成為亞銅離子，而形成紅色之氧化亞銅沉澱，氧化亞銅再與硫酸鐵離子(+3)行氧化還原反應，鐵離子(+3)被還原成綠色之亞鐵離子(+2)，再利用過錳酸鉀滴定溶液中所含之亞鐵離子含量，進而利用係數比而推算出氧化亞銅之含量，而在利用查表得知還原糖之含量而定量。
二.試劑製備:
1. 硫酸銅溶液：22.15g硫酸銅加水至500毫升。
2. 酒石酸鈉溶液：145.81g酒石酸和88.78g氫氧化鈉加水至500毫升。
3. 硫酸鐵溶液：50g硫酸鐵加水至200毫升再緩慢加入100毫升濃硫酸。
   4. 過錳酸鉀溶液：0.506g高純過錳酸鉀加水配成100毫升。
（莫耳濃度0.032M）
三.實驗步驟:

在此我們以分析藥房所販售之葡萄糖針劑(標示濃度5%)之實驗步驟為例:

1. 取1毫升(1g) 5%葡萄糖針劑樣品置於錐形瓶中，再加入上述配製的硫酸銅溶液及酒石酸鈉水溶液各20毫升。
2. 將混合溶液緩慢加熱至沸騰10分鐘，並有紅色氧化亞銅沉  澱。
3. 利用離心機分離沉澱並用滴管將藍色澄清溶液移除。
4. 每次以少量的溫水沖洗錐形瓶中的紅色氧化亞銅沉澱多次，使流洗液約為中性。
5. 將紅色氧化亞銅沉澱加入上述配製的硫酸鐵水溶液20毫升。再利用上述配製的過錳酸鉀溶液（莫耳濃度0.032M）滴定至當量點，並記錄過錳酸鉀溶液的用量如下表。
	名稱
	KMnO4(毫升)
	所含Cu重(mg)
	葡萄糖含量

	針劑
	9.1
	92.1
	4.8%
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計量方法如下：
過錳酸鉀莫耳數 （莫耳濃度0.032M）0.032 x9.1 = 0.291 (mmol)

對應的銅莫耳數應為過錳酸鉀的五倍0.291 x 5 = 1.45  (mmol)

對應的銅重量 （銅的原子量63.5）63.5 x 1.45= 92.1 (mg)

查Bertrand法醣含量和銅重量對應表(P7)，可得葡萄糖為 48 mg

48 mg /1000 mg = 0.048，所以葡萄糖含量為4.8%。
同樣之方法我們亦可以分析市售人工飲料可口可樂以及雪碧汽水之還原醣含量，兩種飲料都標示每百毫升含有十一克碳水化合物。我們的化學計量分析如下表所示，在此也另改用0.0161M的過錳酸鉀溶液作化學滴定。
	名稱
	重量(g)
	KMnO4(ml)
	Cu重(mg)
	還原醣重(mg)
	醣含量(%)

	雪碧汽水
	0.502
	20.1
	102.7
	54.5
	10.9

	可口可樂
	0.520
	19.1
	97.6
	51.3
	9.9


上述分析結果我們發現，為何所分析的飲料還原醣含量約等於所標示醣總量？從網路資訊查知，美國飲食品界慣用澱粉糖。將玉米澱粉水解成葡萄糖後，再利用葡萄糖異構化酶轉化成甜度較高的果糖與葡萄糖混和的果葡糖漿當作甜味劑。從自然教科書我們曾學習到斐林試液可檢測還原糖，但果糖不是醛糖類的還原糖，也會產生斐林試液反應嗎？諸如等等我們有很大疑問。我們決定測試果糖標準品的斐林試液反應，而竟然出乎我們的想像，它會呈現紅色的氧化亞銅反應物，且分析回收率高達99%如下表。
	名稱
	重量(mg)
	KMnO4(ml)
	Cu重(mg)
	醣重(mg)
	醣回收率(%)

	果糖標準品
	73
	26.0
	132.9
	72.3
	99


主要原因:在鹼性溶液之條件下，果糖會互變異構成為葡萄糖結構(Aldose)而可以與二價銅離子行氧化還原反應產生氧化亞銅沉澱
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所以我們確信唯有用特定酵素和葡萄糖的生化反應專一性，才會讓葡萄糖定量分析的研究工作更為準確，但是我們也可以藉由此特性與接下來所使用之酵素法互相結合來分析飲料中所含之果糖含量。
四.討論:

1. 在試劑中我們加入酒石酸鉀鈉主要是為了與溶液中之Cu2+產生錯合，避免Cu2+與OH-結合而產生沉澱。
2. 在氧化亞銅沉澱產生之後必須多次用溫水清洗溶液，直到溶液呈中性主要是為了避免溶液中含有其他干擾物會與過錳酸鉀產生反應而影響滴定之準確度。
3. Bertrand 法查表的解析
為了往後使用Bertrand法定量葡萄糖時換算的方便我們利用現今通用的檢索表，將還原之亞銅離子的重量對其所對應之葡萄糖重量利用Excel來做計算並得下圖:
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得一Calibration Carve: Y=0.5787X-4.1031，往後只要將實驗所滴定計算求出之亞銅離子重量作為X帶入此公式中求出之Y即為對應之葡萄糖重量
例子:

雪碧汽水所滴定換算出之亞銅重量為102.7mg

X=102.7帶入Y=0.5787X-4.1031，得Y=55.33mg→還原糖重
與查表法之相對誤差大約為1.5%

4. Bertrand法之優缺點:

i. 優點:屬於絕對定量，能將樣品中之所有還原糖之含量定量出，相對於  酵素分析法是利用未知樣品之吸收度與標準品之吸收度比較而求出之相對濃度來說顯得較為精準。
ii. 缺點:實驗步驟繁雜、耗時久而且在滴定時判斷當量點方面易有誤差，尤其是另一項較為主要之缺點為『選擇性差』，在上面實驗中我們發現此方法也會與果糖反應而有亞銅沉澱，所以無法只定量出葡萄糖含量了。
5. 在實驗計算方面，當滴定達終點時，記下過氧化錳之滴定體積在依當時所配之過錳酸鉀濃度換算回去過錳酸鉀之莫爾數，再依照反應式之化學劑量關係:Mn2+:Cu+=1:5而求出亞銅之重量再查表求得還原糖重量；並不是直接依照化學劑量關係: Mn2+:RCHO=2:5直接求出還原糖之含量，也就是說第一步之反應並非完全依照化學劑量進行，原因可能是在我們所配置之試劑中可能有某些試劑會影響醛基之還原能力，所以只能依照由經驗法則所製成之檢索表來查出亞銅重量所對應出之還原糖含量。
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附錄:檢索表
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貳. 生化酵素法定量葡萄糖濃度
一.原理:     

葡萄糖(D-Glucose) 因其含有含有一個醛基(-CHO)，屬於醛醣(Aldose)，分子式為C6H12O6,具右旋性,又稱右旋醣，結構式含有4個不對稱碳原子,故應有16種光學異構物，具還原能力,可使斐林試劑產生Cu2O沉澱,多侖試劑產生銀鏡反應,遇溴水氧化成葡萄糖酸。
葡萄糖為白色結晶，易溶於水(可與水形成氫鍵之故) 無臭，味甜，有吸濕性。在鹼性條件下加熱易分解，應密閉保存。水溶液有甜味但不及果糖以及蔗糖；若將澱粉與稀硫酸共熱，水解可以得到葡萄糖，此外存在於血液中的葡萄糖稱為血糖，若體內血糖過多則引起糖尿病;葡萄糖在口服後迅速被人體吸收，進入人體後被組織利用，在體內被氧化成二氧化碳和水，也可轉化成糖原或脂肪貯存並同時供給熱量，或以糖原形式貯存。正常人體每分鐘利用葡萄糖的能力爲每公斤體重6毫克。少會發生休克等現象。
由於有許多單醣具有醛基，會與本氏液以及斐林試液產生反應，並無專一性，為了改進此問題本實驗即藉用酵素之專一性來定性葡萄糖，在本實驗選用之酵素為葡萄糖氧化酶(glucooxidase)，只會氧化Glucose而不會對其他還原糖有所反應，所以可以只對葡萄糖作定量分析
葡萄糖在葡萄糖氧化酶(glucooxidase)作用下可被氧化成葡萄糖酸以及過氧化氫，而過氧化氫在過氧化氫酶以及四甲基聯苯胺作用下可產生穩定的藍色氧化物，而其在波長650nm的吸收度和濃度有正比關係，因此可以藉由此方法來作葡萄糖之定量分析
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四甲基聯苯胺變色之反應機構:
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二.葡萄糖的標準品標定

利用葡萄糖氧化酶來標定葡萄糖標準品(99.9%)之吸收度，並作成矯正曲線圖，利用此圖便可以將未知濃度之吸收度帶入而求出葡萄糖濃度
實驗過程以及結果

標準品濃度配製和酶溶液配製:

A. 葡萄糖氧化酶溶液(0.01g/10ml水)

B. 過氧化物酶溶液(0.01g/10ml水)

C. 乙酸buffer:14.28g乙酸鈉加入50ml水，在加入24ml醋酸，將PH調至4.5再加水至1公升
D. 四甲基聯苯胺溶液:0.1g/20ml乙醇
E. 標準葡萄糖(純度99.9%)溶液:加水配成0.01%、0.005%、0.0025%、0.00125%
實驗步驟:
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將A、B、C(取60ml)、D混合成100ml酶混和液，用吸量管取4.5ml，再分別取上述四種標準溶液各0.5ml；再每個標準溶液(0.5ml)中分別加入4.5ml酶混合液，在室溫下靜置25分鐘，分別在650nm波長下測吸光度，做出標準溶液校正曲線圖
	650nm
	吸收度

	 0%
	0.000 

	0.01%
	1.246 

	0.005%
	0.689 

	0.0025%
	0.335 

	0.00125%
	0.212 


生化酵素分析法之探討:
1. 由於葡萄糖氧化酶之靈敏度非常高，所以濃度不能過高，否則會超出光度計之測量範圍，所以一般會將葡萄糖濃度稀釋。
2. 因為四甲基聯苯胺有兩個苯環結構其極性較低，而乙醇可以溶解四甲基聯苯胺，又乙醇也溶於水，所以乙醇可以作為界面活性劑而有利於水溶性之酵素以及葡萄糖分子與親油性之四甲基聯苯胺接觸而增加反應機會。
3. 在操作步驟中，最後反應之前會取出0.5ml之分析樣品再加入4.5ml酶混合液中，在此一動作之中，又將樣品稀釋10倍了，所以真正之濃度會是標示濃度的十分之一，但由於這是為了實驗操作方便而設的步驟，，所以在往後之分析中，皆不會將此稀釋十倍量計算於真實濃度之中。
4. 此實驗之反應時間最多只能25分鐘，如果時間一拉長會造成溶液顏色逐漸轉黃而造成誤差，這是由於被還原而造成藍色之亞胺類化合物會經由水解而產生Quinone類的化合物:
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5. 酶之混合液即使沒有和葡萄糖分子作用之下其吸收度仍然會隨著時間而逐漸增加
三.市售汽水之葡萄糖含量分析
將市面上所買的到之有氣飲料微微加熱5分鐘將氣泡趕出去之後加以稀釋再用測標準品吸收度之方法測量吸收度，再代入矯正曲線方程式求出葡萄糖含量
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標定:

	標準品標定(葡萄糖)
	

	濃度%
	吸收度

	0.0200
	2.158

	0.0100
	1.094

	0.0050
	0.572

	0.0020
	0.340

	0.0010
	0.122

	0.0000
	0


無色汽水(雪碧)

將雪碧稀釋1000倍之後測吸收度
	雪碧
	吸收度
	葡萄糖濃度%

	650nm
	0.508
	4.4 


數據處理:

650nm:將y=0.508代入y=105.820x+0.044中

再將x乘以1000等於4.4%(雪碧汽水中所含葡萄糖含量)

有色汽水(可口可樂)

稀釋1000倍後側吸收度

	可口可樂
	吸收度
	葡萄糖濃度%

	650nm
	0.500
	4.3 


數據處理:

650nm:將y=0.500代入y=105.820x+0.044中

再將x乘以1000等於4.3%(可口可樂中所含葡萄糖含量)

討論:

1. 可口可樂以及雪碧汽水在分析其葡萄糖的含量皆差不多，有可能是和同一家廠商所製造有關係。
2. 再稀釋方面:可口可樂由於本身具有顏色但在經過大量稀釋之後，分析樣品溶液之顏色已成透明狀態，對於可見光範圍(650nm)之吸收度還不至於會造成吸光度背景值之影響。
四.水果中之葡萄糖含量
   將市面上之新鮮水果榨汁之後，離心去除雜質，再加以稀釋(皆為稀釋200倍，葡萄類稀釋500倍)，再用葡萄糖氧化酶分析定量出水果之中葡萄糖含量，

首先在分析之前仍須先做葡萄糖標準品的標定，但是以下之數據是多次實驗之結果而每次實驗皆有其矯正曲線圖，在此便省略而只列出分析之結果:

	水果種類
	葡萄糖含量

	進口柳橙
	4.6%

	香 吉 士
	3.9%

	柳  丁
	3.7%

	茂 谷 柑
	3.1%

	葡萄柚(紅色果肉)
	2.9%

	省 產 葡 萄
	8.4%

	美 國 黑 葡 萄
	6.6%


結論:

1. 在分析水果中葡萄糖含量方面，柑橘類之葡萄糖含量皆介於3~4%附近，而葡萄類之葡萄糖含量皆較柑橘類高出將近一倍左右(6~8%)。
2. 在分析水果中之糖類含量時，常常會受到水果的成熟度、新鮮度、產季以及不同產地的水果等因素的影響而導致含量無法達到很固定之值，只能經過篩選盡量讓樣品之條件一致而降低誤差。
3. 同分析汽水時之作法：因為果汁在去除雜質之後分析樣品仍然有顏色，但是在數百倍的稀釋下顏色之干擾因素已降到最低。
4. 由於水果中含有大量之維生素，維生素維生物體中常見之抗氧化劑，對分析結果會有誤差產生。
五.市售果汁飲料葡萄糖含量測定

前言:

在市面上充斥著許多標榜100%純鮮採果汁壓榨之水果飲料，為了檢測是否為真實之百分百純鮮採果汁，我們可以藉由市售果汁之葡萄糖測定濃度並與水果壓榨之濃度比較，如此一來便可以提供給我們一個判別是否為真正百分百純果汁。
分析方法 

先將市售之果汁離心過濾掉果肉之後，加水稀釋，並用葡萄糖氧化脢法(GOD)來測量其葡萄糖含量
分析結果
1. 柳橙類飲料
	果汁樣品
	葡萄糖含量

	統一100%柳橙汁(園之味)
	3.6%

	福樂100%柳橙汁
	3.5%

	每日C 100%柳橙汁
	3.3%

	光泉高優質100%柳橙汁
	2.7%

	統一30%柳橙汁(鮮果食感)
	1.6%


2. 柳丁飲料
	果汁樣品
	葡萄糖含量

	味全100%柳丁鮮果榨汁
	4.5%

	光泉100%柳丁鮮果榨汁
	4.2%

	義美100%柳丁鮮果榨汁
	4.1%


3. 葡萄柚飲料
	果汁樣品
	葡萄糖含量

	每日C 100%葡萄柚汁
	3.4%

	家樂福 100%葡萄柚汁
	3.0%


4. 葡萄汁飲料
	果汁樣品
	葡萄糖含量

	每日C 100%葡萄汁
	6.4%

	統一100%葡萄汁(園之味)
	7.1%

	光泉高優質100%葡萄汁
	7.1%

	家樂福 100%葡萄汁
	6.0%

	味全20%葡萄汁
	4.0%

	清靜葡萄汁
	4.0%

	綠楊村葡萄汁
	1.8%


討論:

1. 市面上較有名標榜100%純果汁在經分析之後發現其葡萄糖含量大約介於3~4%(柑橘類)以及6~8%(葡萄類)，與我們分析水果之結果相符，由此數據可以提供一個我們用來判定是否真正為純果汁之指標。

2. 未標明為純果汁之樣品中，經過檢驗發現的確葡萄糖之含量與純果汁相差甚大，可推測為非純果汁。

3. 在稀釋樣品部份，稀釋倍數一般是採用和水果之稀釋倍數相符，但是有些時候因樣品的顏色關係或者葡萄糖濃度不同而改變稀釋倍數

4. 或許有人會懷疑是否看飲品中葡萄糖濃度就能真正判定是否為真正之純果汁?但是經由文獻得知在糖類之中，果糖及蔗糖不論是在口感或是甜度方面均較葡萄糖佳，所以在此我們可以推測如果此飲品非為真正百分百之原汁時，廠商在添加糖類時也會選擇果葡糖漿或者蔗糖而非純葡萄糖，如此一來分析葡萄糖之含量便可以間接的純果汁的依據了！
叁. 蔗糖含量分析
一. 前言:

蔗糖、葡萄糖、果糖是日常生活中最常接觸到的主要醣類，而在前面之方法已可以準確的定量分析葡萄糖的含量，在此我們將藉助Invertase酵素的幫助之下將蔗糖水解成等量葡萄糖以及果糖，再利用GOD(葡萄糖氧化酵素)對葡萄糖氧化的專一性特性對水解出之葡萄糖做定量分析，如此一來便可以間接知道蔗糖之含量了
二. 原理:
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Sucrose為雙糖，由一個葡萄糖分子(D-Glucose)以及一個果糖分子(D-Fructose)脫水並以1,4鍵結方式聚合而成；Sucrose又稱為轉化醣(invert sugar)，因為Sucrose之旋光度為+66.50，而在水解成等量之Glucose以及Fructose分子時，混合液之旋光度為-200(D-(+)Glucose之旋光度為+52.50而D-(-)Fructose之旋光度為-920)，蔗糖為極易水解之分子一般可以在酸的催化之下便將一個蔗糖分子水解成一個葡萄糖分子以及果糖分子，而在具專一性以及高水解效率之酵素幫助下亦可以使蔗糖之水解更具效率，而根據文獻得知:alpha-D-glucosidase以及Invertase(或稱Sucrase)酵素都具有催化Sucrose水解之功效，在此我們利用Invertase來水解Sucrose，並利用Bertrand法以及GOD法來分析等量生成之Glucose以及Fructose的含量，再將結果換算回去原本之蔗糖含量，如此一來便可以定量出蔗糖含量。
酵素簡介:

Invertase最常用於食品工業，在工廠經常利用Invertase將Sucrose水解成較甜以及較不易結晶的Fructose，再利用glucose isomerase將另外一半等量之Gluctose轉化成為Fructose，所以在食品工業上常常需要高純度之Invertase；相對於其他酵素，Invertase在pH 3.5-5.5之範圍之內之作用效率皆很好(在此我們選用PH4.5以方便與GOD法搭配)，而在550C時做用活性達到最高。
三. 蔗糖水解效率測試

實驗藥劑:

1. 標準蔗糖0.2g/100ml ph4.5buffer

2. invertase solution:0.01g/10ml ph4.5buffer

3. 標準葡萄糖(純度99.9%)溶液:加水配成0.015%、0.01%、0.005%、0.0025%、0.00125%

4. GOD法以及Bertrand法所需之藥劑參考上述方法之藥劑(略)
步驟和結果:

1. 1.10ml標準蔗糖溶液+10ml Invertase solution(兩組)

2. 在550C下加熱反應半小時→A.C

   在室溫300C下加熱反應一小時→B.D

3. 分別將A.B加水至100ml稀釋，用GOD法以分析水解出之葡萄糖含量以推算回去蔗糖之水解效率
        標準蔗糖濃度(水解前)   0.02005%

        水解後葡萄糖理論濃度  0.02005/342*180=0.01055%
GOD法分析結果:

1.標準葡萄糖標定
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    2.樣品分析數據

	
	吸收度
	轉化濃度%
	轉化率

	A(半小時55度C)
	1.165
	0.01158 
	109.8%

	B(一小時30度C)
	1.170
	0.01163 
	110.2%




數據處理:

           A:轉化率=0.01158/0.01055*100%=109.8%

             B:轉化率=0.01163/0.01055*100%=110.2%
4. 將C、D兩瓶直接用Bertrand法分析水解出之Fructose及Gluctose混合糖溶液之單醣含量，數據如下:

標準蔗糖重量(水解前)   0.02092g=20.92mg

水解後葡萄糖理論重量  0.02092/342*360=0.02202g=22.02mg

C(半小時55度C):Cu重39.55mg(單糖20.63mg)

  轉化率:20.63/22.02*100%=97.80%

D(一小時30度C):Cu重41.78mg(單糖20.41mg)→轉化率:96.70%

  轉化率:20.41/22.02*100%=96.70%

四. 討論:

1. 兩組實驗顯示在一小時300C下之水解效率和550C半小時差不多，因此再是溫之下反應一小時即可，不必加熱至550C。
2. 水解效率之數據方面，利用GOD法測定之結果皆超過100%，其主要為酵素以及儀器之限制，因為酶混合液即使在沒有葡萄糖與其反應之下仍然會有吸收度上升之現象，無法避免，而且在測量吸收度時吸收度之值無法完全穩定停止不變而有跳動之現象，而且即使是小數點以下兩位之值跳動也會造成數百分比之誤差，相對的Bertrand法就較為絕對之數據，所以不會有水解效率超過100%之現象。
3. 而雖然有此現象產生而使的GOD法水解效率大於100%，大約都在110%上下，且利用Bertrand法之水解效率大約97%左右，但是只要搭配標準蔗糖之水解數據，仍然可用於分析未知樣品中之蔗糖含量，只要將未知樣品水解之後，利用GOD法分析出水解產生的葡萄糖含量除以110%，或者是利用Bertrand法分析出水解產生的果糖+葡萄糖含量，在除以96%即可。
肆. 總結
綜合以上之幾種糖類分析方法我們可以發現:
1.在葡萄糖分析方面:
A. Bertrand法之選擇性太差而且實驗步驟繁雜(清洗溶液、溶解、滴定)此外實驗所需之時間需很長，不利於應用於有機實驗上
B. Hexokinase法所需之量測工具需為微量級，而且所需之酵素以及試劑很多種進而造成所需費用太高。
C. 相對於上面之兩種方法來說，GOD法所需之酵素較為便宜，而且實驗原理較為簡單，反應所需時間短，最重要的是GOD法之靈敏度是目前三種方法中最高的方法，所以決定將此方法用於大二有機實驗中
2.雙糖之分析方面:

由於目前沒有發現有酵素或者是化學分析法可以直接定量蔗糖之含量，必須藉由Invertase酵素之幫助來水解成葡萄糖以及果糖在利用上述之方法來定量單醣之含量進而間接定量出蔗糖之含量，所以水解蔗糖之技術便佔有很大的影響因素，所以在水解技巧達成熟之前並不宜用於有機實驗上
由1及2我們便決定將目前最穩定之GOD分析葡萄糖之方法用於大二有機實驗，詳見附錄。
附錄: 

有機化學實驗: 葡萄糖定量分析

目的:

    利用酵素分析來檢測市售果汁以及水果中之葡萄糖含量，並學習如何利用矯正曲線法來決定樣品中分析物之含量。
原理:     

葡萄糖(D-Glucose) 因其含有含有一個醛基(-CHO)，屬於醛醣(Aldose)，分子式為C6H12O6,具右旋性,又稱右旋醣，結構式含有4個不對稱碳原子,故應有16種光學異構物，具還原能力,可使斐林試劑產生Cu2O沉澱,多侖試劑產生銀鏡反應,遇溴水氧化成葡萄糖酸。
葡萄糖為白色結晶，易溶於水(可與水形成氫鍵之故) 無臭，味甜，有吸濕性。在鹼性條件下加熱易分解，應密閉保存。水溶液有甜味但不及果糖以及蔗糖；若將澱粉與稀硫酸共熱，水解可以得到葡萄糖，此外存在於血液中的葡萄糖稱為血糖，若體內血糖過多則引起糖尿病;葡萄糖在口服後迅速被人體吸收，進入人體後被組織利用，在體內被氧化成二氧化碳和水，也可轉化成糖原或脂肪貯存並同時供給熱量，或以糖原形式貯存。正常人體每分鐘利用葡萄糖的能力爲每公斤體重6毫克。少會發生休克等現象。
由於有許多單醣具有醛基，會與本氏液以及斐林試液產生反應，並無專一性，為了改進此問題本實驗即藉用酵素之專一性來定性葡萄糖，在本實驗選用之酵素為葡萄糖氧化酶(glucooxidase)，只會氧化Glucose而不會對其他還原糖有所反應，所以可以只對葡萄糖作定量分析
葡萄糖在葡萄糖氧化酶(glucooxidase)作用下可被氧化成葡萄糖酸以及過氧化氫，而過氧化氫在過氧化氫酶以及四甲基聯苯胺作用下可產生穩定的藍色氧化物，而其在波長650nm的吸收度和濃度有正比關係，因此可以藉由此方法來作葡萄糖之定量分析
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反應式:
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四甲基聯苯胺變色之反應機構:
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實驗器材(每組):

1.吸量管5ml*1 1ml*6 

2.錐型瓶125ml*1 50ml*6 

3.體積瓶100ml*2

4.試管*6

5.安全吸球*1

6.電子天平*1

7.量筒100ml*1

8.分光光度計*1

9.pH meter

標準品濃度配製和酶溶液配製:
A. 葡萄糖氧化酶溶液(0.01g/10ml水)

B. 過氧化物酶溶液(0.01g/10ml水)

C. 乙酸buffer:14.28g乙酸鈉加入50ml水，在加入24ml醋酸，將PH調至4.5再加水至1公升
D. 四甲基聯苯胺溶液:0.1g/20ml乙醇
E. 標準葡萄糖(純度99.9%)溶液:加水配成0.01%、0.005%、0.0025%、0.00125%

F. 分析樣品:一個未稀釋之市售果汁以及一種柑橘類水果 (由助教準備)

實驗步驟:

1. 將水果榨汁並離心過濾掉果肉，再將澄清果汁稀釋400倍；同理將市售水果飲料離心過濾去果肉再稀釋400倍
2. 將A、B、C(取60ml)、D混合成100ml酶混和液
3. 利用體積瓶將未知樣品各稀釋400倍

4. 在6個試管之中分別用吸量管加入4.5ml酶混合液，再分別取上述四種標準溶液以及兩樣已稀釋之未知樣品各0.5ml

5. 在室溫下靜置25分鐘，分別在650nm波長下測吸光度，再利用四個標準品之數值做出標準溶液校正曲線圖

6. 將兩未知樣品之數值帶入校正曲線圖之回歸公式中，求出其葡萄糖含量(記得乘上稀釋倍數)

注意事項

1. 酶混合溶液必須要在實驗前方能配置，且配置完後必須盡速使用

2. 當酵素與分析樣品反應時間達到25分鐘之後必須馬上測吸收度而且所有樣品以及標準品之吸收度測定時間點越近越好

3. 再配置標準葡萄糖溶液之濃度時必須非常精準，以免造成誤差

預報問題:
Q1. 為何要使用緩衝溶液?

Q2. 在配置酶混合液的時候為何要先用乙醇溶解四甲基聯苯胺而不是直接和酵素直接利用緩衝液配成酶混合液?

〈助教參考預報解答〉

A1. 因為酵素有其特定之作用PH值範圍，而本實驗所用之酵素在PH=4.5附近作用之活性達到最大所以選用之

A2. 因為四甲基聯苯胺有兩個苯環結構其極性較低，而乙醇可以溶解四甲基聯苯胺，又乙醇也溶於水，所以乙醇可以作為界面活性劑而有利於水溶性之酵素以及葡萄糖分子與親油性之四甲基聯苯胺接觸而增加反應機會。

結報問題:

Q1. 在實驗中為何要配置標準品?有何用意?

Q2. 在樣品溶液反應完之後，為何濃度較高之溶液在過一段時間之後會轉成黃色溶液?請推測其可能之反應

〈助教參考結報解答〉

A1. 可藉由矯正曲線法來求得未知樣品之濃度；配置數個標準濃度之葡萄糖在其與酶反應之後所測之數個吸收度可由數據處理做成一條矯正曲線(Calibration Curve)，於是只要將未知樣品之吸收度帶入此曲線之公式便可以求出未知樣品所含之葡萄糖濃度。但是標準品之純度須非常高才不會有誤差產生。

A2. 在酸性條件之下產生之藍色亞胺化合物會水解成類似Quinone之架構而成黃褐色。

[image: image21.wmf]N

H

H

N

ÂÅ

¦â

¤Æ

¦X

ª«

O

O

¶À

½Å

¦â

¤Æ

¦X

ª«

H

3

O

+


《助教參考實驗數據》
標準品標定數據:

	標準品標定(葡萄糖)
	650nm

	濃度%
	吸收度

	0.0200 
	1.573

	0.0100 
	0.745

	0.0050 
	0.375

	0.0020 
	0.117

	0.0010 
	0.055

	0.0000 
	0
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樣品數據及結果:

	分析樣品(皆稀釋400倍)
	吸收度
	葡萄糖含量

	香吉士水果(實驗時榨汁)
	0.750
	3.9%

	市售每日C 100%柳橙汁
	0.628
	3.3%


數據處理:
1. 香吉士水果(實驗時榨汁):

      將y=0.750代入y=79.248x-0.0244中

再將x乘以400(稀釋倍數)等於3.909%(香吉士水果之葡萄糖濃度)

2. 市售每日C 100%柳橙汁:

       將y=0.628代入y=79.248x-0.0244中

   再將x乘以400(稀釋倍數)等於3.293%(每日C柳橙汁之葡萄糖濃度)
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Sheet1

		醣類重		銅重		醣類莫耳數		銅莫耳數		理想醣類能還原的銅莫耳數		還原率

		10		20.6		0.0555555556		0.3244094488		0.3333333333		0.9732283465

		11		22.6		0.0611111111		0.3559055118		0.3666666667		0.9706513958

		12		24.6		0.0666666667		0.3874015748		0.4		0.968503937

		13		26.5		0.0722222222		0.4173228346		0.4333333333		0.9630526953

		14		28.5		0.0777777778		0.4488188976		0.4666666667		0.9617547807

		15		30.5		0.0833333333		0.4803149606		0.5		0.9606299213

		16		32.5		0.0888888889		0.5118110236		0.5333333333		0.9596456693

		17		34.5		0.0944444444		0.5433070866		0.5666666667		0.9587772117

		18		36.4		0.1		0.5732283465		0.6		0.9553805774

		19		38.4		0.1055555556		0.6047244094		0.6333333333		0.9548280149

		20		40.4		0.1111111111		0.6362204724		0.6666666667		0.9543307087

		21		42.3		0.1166666667		0.6661417323		0.7		0.9516310461

		22		44.2		0.1222222222		0.6960629921		0.7333333333		0.9491768074

		23		46.1		0.1277777778		0.725984252		0.7666666667		0.9469359808

		24		48		0.1333333333		0.7559055118		0.8		0.9448818898

		25		49.8		0.1388888889		0.7842519685		0.8333333333		0.9411023622

		26		51.7		0.1444444444		0.8141732283		0.8666666667		0.9394306481

		27		53.6		0.15		0.8440944882		0.9		0.9378827647

		28		55.5		0.1555555556		0.874015748		0.9333333333		0.9364454443

		29		57.4		0.1611111111		0.9039370079		0.9666666667		0.9351072495

		30		59.3		0.1666666667		0.9338582677		1		0.9338582677

		31		61.1		0.1722222222		0.9622047244		1.0333333333		0.9311658623

		32		63		0.1777777778		0.9921259843		1.0666666667		0.9301181102

		33		64.8		0.1833333333		1.0204724409		1.1		0.927702219

		34		66.7		0.1888888889		1.0503937008		1.1333333333		0.9268179713

		35		68.5		0.1944444444		1.0787401575		1.1666666667		0.9246344207

		36		70.3		0.2		1.1070866142		1.2		0.9225721785

		37		72.2		0.2055555556		1.137007874		1.2333333333		0.9218982762

		38		74		0.2111111111		1.1653543307		1.2666666667		0.9200165769

		39		75.9		0.2166666667		1.1952755906		1.3		0.919442762

		40		77.7		0.2222222222		1.2236220472		1.3333333333		0.9177165354

		41		79.5		0.2277777778		1.2519685039		1.3666666667		0.9160745151

		42		81.2		0.2333333333		1.2787401575		1.4		0.9133858268

		43		83		0.2388888889		1.3070866142		1.4333333333		0.9119208936

		44		84.4		0.2444444444		1.3291338583		1.4666666667		0.9062276306

		45		86.5		0.25		1.3622047244		1.5		0.9081364829

		46		88.3		0.2555555556		1.3905511811		1.5333333333		0.9068812051

		47		90.1		0.2611111111		1.4188976378		1.5666666667		0.9056793433

		48		91.9		0.2666666667		1.4472440945		1.6		0.9045275591

		49		93.6		0.2722222222		1.474015748		1.6333333333		0.9024586212

		50		95.4		0.2777777778		1.5023622047		1.6666666667		0.9014173228

		51		97.1		0.2833333333		1.5291338583		1.7		0.8994905049

		52		98.8		0.2888888889		1.5559055118		1.7333333333		0.8976377953

		53		100.6		0.2944444444		1.5842519685		1.7666666667		0.8967463973

		54		102.2		0.3		1.6094488189		1.8		0.8941382327

		55		104		0.3055555556		1.6377952756		1.8333333333		0.8933428776

		56		105.7		0.3111111111		1.6645669291		1.8666666667		0.8917322835

		57		107.4		0.3166666667		1.6913385827		1.9		0.8901782014

		58		109.2		0.3222222222		1.7196850394		1.9333333333		0.8894922617

		59		110.9		0.3277777778		1.7464566929		1.9666666667		0.8880288269

		60		112.6		0.3333333333		1.7732283465		2		0.8866141732

		61		114.3		0.3388888889		1.8		2.0333333333		0.8852459016

		62		115.9		0.3444444444		1.8251968504		2.0666666667		0.8831597663

		63		117.6		0.35		1.8519685039		2.1		0.8818897638

		64		119.2		0.3555555556		1.8771653543		2.1333333333		0.8799212598

		65		120.9		0.3611111111		1.9039370079		2.1666666667		0.8787401575

		66		122.6		0.3666666667		1.9307086614		2.2		0.8775948461

		67		124.2		0.3722222222		1.9559055118		2.2333333333		0.8757785874

		68		125.9		0.3777777778		1.9826771654		2.2666666667		0.8747105141

		69		127.5		0.3833333333		2.0078740157		2.3		0.8729887025

		70		129.2		0.3888888889		2.0346456693		2.3333333333		0.8719910011

		71		130.8		0.3944444444		2.0598425197		2.3666666667		0.8703559942

		72		132.4		0.4		2.0850393701		2.4		0.8687664042

		73		134		0.4055555556		2.1102362205		2.4333333333		0.8672203646

		74		135.6		0.4111111111		2.1354330709		2.4666666667		0.8657161098

		75		137.2		0.4166666667		2.1606299213		2.5		0.8642519685

		76		138.9		0.4222222222		2.1874015748		2.5333333333		0.8634479901

		77		140.5		0.4277777778		2.2125984252		2.5666666667		0.8620513345

		78		142.1		0.4333333333		2.2377952756		2.6		0.8606904906

		79		143.7		0.4388888889		2.262992126		2.6333333333		0.8593640985

		80		145.3		0.4444444444		2.2881889764		2.6666666667		0.8580708661

		81		146.9		0.45		2.3133858268		2.7		0.8568095655

		82		148.5		0.4555555556		2.3385826772		2.7333333333		0.8555790282

		83		150		0.4611111111		2.3622047244		2.7666666667		0.8538089365

		84		151.6		0.4666666667		2.3874015748		2.8		0.8526434196

		85		153.2		0.4722222222		2.4125984252		2.8333333333		0.8515053265

		86		154.8		0.4777777778		2.4377952756		2.8666666667		0.8503937008

		87		156.4		0.4833333333		2.462992126		2.9		0.8493076296

		88		157.9		0.4888888889		2.4866141732		2.9333333333		0.8477093772

		89		159.5		0.4944444444		2.5118110236		2.9666666667		0.8466778731

		90		161.1		0.5		2.537007874		3		0.8456692913

		91		162.6		0.5055555556		2.5606299213		3.0333333333		0.8441637103

		92		164.2		0.5111111111		2.5858267717		3.0666666667		0.8432043821

		93		165.7		0.5166666667		2.6094488189		3.1		0.8417576835

		94		167.3		0.5222222222		2.6346456693		3.1333333333		0.8408443625

		95		168.8		0.5277777778		2.6582677165		3.1666666667		0.8394529631

		96		170.3		0.5333333333		2.6818897638		3.2		0.8380905512

		97		171.9		0.5388888889		2.7070866142		3.2333333333		0.8372432827

		98		173.4		0.5444444444		2.7307086614		3.2666666667		0.8359312229

		99		175		0.55		2.7559055118		3.3		0.8351228824

		100		176.5		0.5555555556		2.7795275591		3.3333333333		0.8338582677
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GOD法

		

						標準蔗糖濃度(水解前)   0.02005%

						水解後葡萄糖理論濃度  0.02005/342*180=0.01055%

						標準葡萄糖濃度%		吸收度

						0.01500		1.505

						0.01000		0.989

						0.00500		0.473

						0.00250		0.252

						0.00125		0.102

						0		0

										轉化濃度%		轉化率

						A(半小時55度C)		1.165		0.01170		110.91%

						C(一小時30度C)		1.17		0.01175		111.38%
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化學法

		

				標準蔗糖重量(水解前)   0.02092g=20.92mg

				水解後葡萄糖理論重量  0.02092/342*360=0.02202g=22.02mg

				A(兩小時):Cu重39.55mg(轉化糖19.725mg)

				轉化率:		90%

				C(一小時):Cu重41.78mg(轉化糖20.764mg)

				轉化率:		94.30%
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