Alkoholers destabilisering af biologiske membraner.

På basis af vejledning på: http://www.helsinge-gym.dk/UR
Formål At bestemme dosis-respons sammenhængen for ethanols destabilisering af biologiske membraner.

Baggrund Langt de fleste biologiske processer er knyttet direkte til membraner eller foregår i områder, der er omsluttet af en membran og i tæt samarbejde med denne. Cellen er således delt op i en lang række underområder vha. membraner.

De fleste planteceller har en central vandfyldt vakuole, der udfylder op til 95% af cellens cytoplasma (se illustration nederst). I  roden af rødbede (Beta sp.) er denne vakuole fyldt med det vandopløselige røde farvestof, der er så karakteristisk for rødbeder. Farvestoffet kaldes betamin og tilhører en gruppe af røde farvestoffer, der kaldes  betacyaniner. Membranen rundt om vakuolen svarer i sin opbygning til cellemembranen, men er noget tyndere (7,5 nm ( 10 nm) (Ref. 1). 


Alkoholer er i stand til at opløses i membranernes lipidlag, hvorved membranen destabiliseres og bliver mere flydende, hvilket netop er en af ethanols berusende virkningsmekanismer (Ref. 2). Det skyldes at nervesystemets signaloverførsel er afhængig af, at cellemembranen har den rigtige struktur og konsistens. Hvis konsistensen ændres bliver overførslen af signaler i nervesystemet upræcis. Hvis koncentrationen af alkohol bliver tilstrækkelig stor destabiliseres membranen så meget, at den går i stykker. Hvis ”membranen” er cellemembranen vil cellen dø. Hvis ”membranen” for eksempel er vakuolemembranen hos rødbede, vil vakuolens indhold af betamin tømmes ud i cellens omgivelser. Her vil farveintensiteten således være proportional med antallet af ødelagte cellemembraner.  


I denne øvelse anvender vi ethanol i koncentrationerne 0, 10, 20 og 30 %. 

Der skal i denne øvelse tegnes et dosis-respons diagram, hvor farveintensiteten – antallet af ødelagte celler (respons) angives som en funktion af alkoholkoncentrationen (dosis). Herved kan vi bestemme den maksimale dosis der tilsyneladende ikke resulterer i celledød, og den koncentration der antages at ødelægge 50% af cellerne.(Ref. 3).

 

Materialer

Hvert hold skal anvende:

10 mL ethanol, postevand, 4 små bægerglas, engangssprøjte på ca. 2 mL, frisk rå rødbede, glasspatel, pincet, 250 mL bægerglas, køkkenrulle, 4 træpinde, Engangspipette

 

Fællesudstyr:

Skrælleknive

Skærebrædt

Pommes frites - jern

Colorimeter

Se skitse af plantecelle. 8: vacuole.på http://www.phschool.com

Fremgangsmåde:

A)   Ekstraktion af betamin: 

1)   De små bægerglas fyldes med vand og alkohol efter følgende skema vha. en engangssprøjte på ca. 2 mL:
	Alkohol

%
	Blanding af

ethanol og vand:

Volumen (ethanol)/ml     + Volumen (vand)/mL
	Absorbans:

(= resultat)

hvor meget lys, der opfanges af betamin i væsken

	0
	0 + 8,0
	

	10
	0,8 + 7,2 
	

	20
	1,6 + 6,4 
	

	30
	2,4 + 5,6
	


 

2)      Fremstilling af rødbedeterninger: Rødbeden skrælles og skæres med pommes frites - jernet til ”pommes frites”, der skæres en gang til vinkelret på deres længderetning, således at der opstår rødbedeterninger. Hvert hold skal bruge 8 hele terninger uden rester af skræl eller andre skader (I kan spare arbejde ved at det kun er nogle hold, der skræller rødbeder og laver ”rødbede-pommes frites”)

3)      Vask af rødbedeterninger: Terningerne lægges i postevand i et 250 mL bægerglas. Rør forsigtigt rundt med en spatel. Skift vandet (mindst 3 gange) indtil terningerne ikke afgiver mere farve til vandet.

4)      Tørring og overførsel af rødbedeterningerne til de små bægerglas: Hæld vandet fra terningerne og hæld terningerne ud på en papirserviet eller køkkenrulle og vip forsigtigt servietten frem og tilbage så terningerne tørres. Overfør terningerne til bægerglasset vha. pincetten, 2 terninger per bægerglas.

5)      Omrøring: Placer en træpind i hvert bægerglas og rør forsigtigt rundt i glassene på skift. Rødbedestykkerne skal være i alkoholopløsningerne i 10 minutter. Imens kan I rydde op.

6)      Kassér derefter træpindene og tag forsigtigt rødbedeterningerne op vha. pincetten uden at de beskadiges. Kassér rødbedeterningerne.  

 

 7) Mål betamin koncentrationen i væskerne, se næste side

B Måling af betamin koncentration

 

1. (Dette er gjort af læreren på forhånd) Tænd for strømmen og lad Colorimeteret varme op i 5 min. Indstil bølgelængden til 470 nm.

2. Nulstilling af colorimeteret: Fyld en kuvette mindst ¾-del med frisk postevand og placer den i colorimeteret således, at en af kuvettens klare sider vender mod den hvide trekant i colorimeteret. Nulstil med skruen ”Fine”. 

3. Du skal anvende den kuvette du brugte til nulstilling til alle målingerne. Tøm kuvetten ud i en vask og ryst kuvetten fri for det sidste vand. Overfør med en engangspipette væsken fra 0% ethanol bægerglasset til kuvetten. Aflæs absorbansen og skriv resultatet ned i skemaet på foregående side.

4. Aflæs absorbans for alle væskerne.

5. Ryd op.

6. Tegn en dosis-responskurve med % alkohol på x-aksen og absorbans på y-aksen.

7. Beskriv resultatet med ord.

Spørgsmål og oplæg til diskussion:
1. Tegn en skitse og giv en kort beskrivelse af cellemembranens opbygning. 

2. Hvorfor afgiver rødbedeterningerne betamin til vandet når de vaskes?

3. Vi anvender i denne øvelse meget høje koncentrationer af alkohol.

4. Hvad er promillegrænsen for bilkørsel ?

5. Hvor mange promille ethanol skal et menneske have i blodet for at dø af alkoholforgiftning ? Hvad er dødsårsagen ?

6. Skriv den kemiske strukturformel for ethanol

i. Hvilken del af molekylerne er hydrofil ?

ii. Hvilken del af molekylerne er lipofil ?

7. Skitser hvorledes alkoholmolekylerne vil placere sig i forhold til cellemembranen. Hvorfor fører dette til at cellemembranen bliver mere letflydende?

8. Vi sætter den højeste absorbans (30% ethanol) -  til 100 % respons. Ud fra denne antagelse skal du aflæse den alkoholkoncentration, der giver 50% respons.

9. Aflæs på grafen den største koncentration der tilsyneladende ikke skader cellernes membraner.

10. Der findes andre alkoholer end ethanol, for eksempel methanol og 1-propanol.  Skriv deres kemiske strukturformler og overvej ud fra dette om de vil påvirke membranen mere eller mindre end ethanol. Nedskriv en hypotese for de forskellige alkoholers virkning på cellemembranen. Skitsér et forsøg til at teste hypotesen, hvor du inddrager din viden om fejlkilder og praktiske, analysemæssige problemer i det forsøg du lige har udført. 
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