5. Badanie rozktadu skrobi przez amylaze

Skrobia jest roslinnym polisacharydem zbudowanym z czasteczek D-glukozy. Dla zwierzat jest ona
podstawowym zrodtem weglowodanow w pozywieniu. Skrobia jest w rzeczywisto$ci mieszaning
dwoch polisacharydoéw: nierozgat¢zionej, liniowej amylozy, oraz rozgalezionej amylopektyny.
Amyloza zbudowana jest z monomerow D-glukozy potaczonych wigzaniami a-1,4-glikozydowymi.
Rozgal¢zienia w amylopektynie wynikajg z obecno$ci wigzan a-1,6-glikozydowych. Ludzka a-
amylaza (EC 3.2.1.1) jest jednym z gléwnym enzymdw trawiennych. Jest to glikoproteina o masie
czasteczkowej wynoszace] okoto 57,6 kDa, zbudowana z 512 reszt aminokwasowych oraz
pojedynczego tancucha oligosacharydowego. Jej centrum aktywne stabilizowane jest jonem Ca?*.
a-Amylaza wydzielana jest przez gruczoty Slinowe i trzustke. Jej rolg jest hydroliza wigzan o-1,4-
glikozydowych taczacych czasteczki D-glukozy w polisacharydach, takich jak: skrobia i glikogen.
Produktami dziatania a-amylazy sa disacharydy (maltoza), trisacharydy (maltotrioza) oraz wigksze
rozgatezione oligosacharydy zltozone z 6-8 monomerdéw glukozy. Powstanie tych ostatnich
produktow wynika z faktu, ze a-amylaza nie hydrolizuje obecnych w amylopektynie wigzan a-1,6-
glikozydowych. Dalszg hydrolizg di- i oligosacharydow, majaca na celu utworzenie dostgpnych dla
komorek czasteczek D-glukozy, prowadza inne enzymy glikolityczne, takie jak maltaza i
izomaltaza. Roznica w sktadzie aminokwasowym amylazy $linowej i trzustkowej jest niewielka —
jednorodno$¢ wynosi az 97%.

Odczynniki i sprzet laboratoryjny.

Roztwor podstawowy a-amylazy gorzelniczej o stezeniu 15 mg/15 mL wody (dla pigciu par)
Swiezo sporzadzony wodny roztwor skrobi

5 mM wodny roztwor jodu w jodku potasu (30g/L)

0,5 M roztwér HC1

Bufor Mcllvaina pH 3; 5; 7,5

Probowki szklane

Probowki typu Falcon

Spektrofotometr UV-VIS

Kuwety plastikowe

CoNoR~ LN E

1. Przyrzadzenie wodnego roztworu skrobi

Do 0,6 g skrobi (w kolbie stozkowej) doda¢ 10 mL zimnej wody. Nastepnie doda¢ 30 mL gorace;j
wody (roztwor musi by¢ klarowny). Otrzymany roztwor skrobi przechowywaé w temperaturze 37
°C przez caly czas trwania ¢wiczenia.

2. Rozktad skrobi pod wptywem a-amylazy gorzelniczej

Do 14 probowek szklanych doda¢ po 0,15 mL roztworu jodu w jodku potasu oraz po 0,5 mL 0,5 M
roztworu HCIL. Do probowki nr 1 doda¢ 1 mL wody. Do probéwki nr 2 doda¢ 1 mL 1% roztworu
skrobi. Obie probowki postuza jako odnosniki podczas catego ¢wiczenia.

2.1 Rozktad w pH 7,5

Do probéwki Falcon odmierzy¢ 1 mL roztworu podstawowego a-amylazy i 9 mL buforu o pH 7,5.
Probowke ogrzewa¢ w temperaturze 37 °C przez 10 minut. Nastepnie doda¢ 10 mL roztworu skrobi.
Natychmiast po tej czynnosci, pobra¢ 1 mL mieszaniny enzymu i skrobi 1 doda¢ do probowki nr 3
zawierajacej roztwor jodu w jodku potasu oraz roztwor HCl. UWAGA - probowke Falcon z
mieszaning enzymu 1 skrobi trzyma¢ miedzy pobraniami w temperaturze 37 °C. Kolejne porcje
mieszaniny enzymu i skrobi (1 mL) pobiera¢ po: 2, 4, 12 i 20 minutach. Obserwowac zmiany barwy
roztworéw. Na koniec wykona¢ pomiary wartosci absorbancji za pomocag czytnika plytek lub
spektrofotometru UV-VIS przy dtugosci fali 492 nm lub 500 nm. W tym drugim przypadku, kuwete
odnos$nikowa wypetni¢ roztworem z probowki nr 1. Sporzadzi¢ wykres obrazujacy rozktad skrobi w
czasie (min).




2.2 Rozktad w pH 5
Do proboéwki Falcon odmierzy¢ 1 mL roztworu podstawowego a-amylazy gorzelniczej i 9 mL
buforu o pH 5. Dalsze czynnosci wykona¢ analogicznie jak w punkcie 2.1

2.3 Rozktad w pH 3

Do probowki Falcon odmierzy¢ 0,5 mL roztworu podstawowego a-amylazy gorzelniczej i 4,5 mL
buforu o pH 3. Probowke ogrzewa¢ w temperaturze 37 °C przez 10 minut. Nastepnie doda¢ 5 mL
roztworu skrobi. Natychmiast po tej czynnosci, pobra¢ 1 mL mieszaniny enzymu i skrobi i doda¢ do
probowki nr 13 zawierajgcej roztwor jodu w jodku potasu oraz roztwor HCI. Kolejng porcje
mieszaniny enzymu i skrobi (1 mL do probowki nr 14) pobiera¢ po 20 minutach. Wykona¢ pomiary
UV-VIS.

3. Rozktad skrobi pod wpltywem a-amylazy slinowej

Do 5 probowek szklanych doda¢ po 0,15 mL roztworu jodu w jodku potasu oraz po 0,5 mL 0,5 M
roztworu HCI.

UWAGA — przed pobraniem $liny przeptuka¢ usta ciepla wodg. Okoto 1 mL §liny rozcienczy¢ do
objetosci 100 mL. Nastepnie pobrac z tego 35 mL, umiesci¢ w probowce Falcon i ogrzewac w 37 °C
przez 10 minut. Po uptywie tego czasu, doda¢ 10 mL roztworu skrobi. Zaraz po dodaniu, pobra¢ 1
ML mieszaniny enzymu i skrobi i doda¢ do probowki nr 1 z roztworem jodu w jodku potasu i
roztworem HCI. Kolejne porcje pobiera¢ po 1, 2, 3 i 5 minutach. Obserwowa¢ zmiany barwy
roztworéw oraz wykona¢ pomiary wartosci absorbancji. Sporzadzi¢ wykres obrazujacy rozklad
skrobi w czasie (min).



