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CWICZENIE 8.

Oznaczanie aktywnos$ci amylaz ze stodu jeczmiennego i sliny

A. Oznaczanie aktywnosci amylaz ze stodu jeczmiennego

Amylazy sa to enzymy nalezace do klasy hydrolaz. Wyr6zni¢ mozna ¢, fi yamylazy
rozkladajace w rézny sposob taricuch wielocukrow (skrobi, glikogenu) oraz wykazujace
odmienne wlasciwosci fizyczne (ze wzgledu na zréznicowane pH oraz temperature a takze
zawarto$¢ jondw metali). Enzymy te wystepuja w réznych tkankach roslinnych oraz w
sokach trawiennych zwierzat i ludzi.
a-amylaza (EC 3.2.1.1) tzw. endoamylaza katalizuje rozszczepienie wigzan a-1,4
glikozydowe wewnatrz czasteczki substratu.

B-amylaza (EC 3.2.1.2) tzw. egzoamylaza hydrolizuje wigzania o-1,4 glikozydowe,
odszczepiajac sukcesywnie jednostki maltozy od nie redukujacego taricucha. W przypadku
amylopektyn nie dziatajac na wigzania a-1,6 glikozydowe jako produkt reakcji tworzy tzw.
,dekstryny graniczne”.

1,6-glukozydaza (EC 3.2.1.33) tzw. y-amylaza katalizuje rozszczepienie wigzan o-1,6
glikozydowych w amylopektynie , ktére wystepuja w miejscach rozgatezien taricucha.
Produktami reakgji przy dziataniu a-amylazy sa poczatkowo niskoczasteczkowe dekstryny
zawierajace 6-7 reszt glukozy, a w dalszej kolejnosci maltoza i niewielka ilos¢ glukozy. Pod
dziataniem o-amylaz szybko spada lepkos¢ roztworu skrobi oraz zanika zdolnos¢ do
barwienia si¢ jodem, natomiast redukcyjno$¢ wzrasta po pewnym czasie.

Produktem reakgji f-amylazy sa czasteczki maltozy i wysokoczasteczkowe tzw. ,,dekstryny
graniczne”. Podczas dzialania B-amylazy na roztwor skrobi jego lepkosé, jak réwniez
zdolnos¢ barwienia sie jodem zanikaja bardzo powoli, natomiast szybko zwigksza sig ilo$¢
cukru redukujacego —maltozy.

Amylazy roslinne dziatajg w szerokich granicach pH i temperatury. Optymalna jest
temperatura w zakresie 20-40°C, natomiast pH nie wypada w tak szerokim zakresie. Dla
a-amylazy optymalne pH przypada 6,5 dla B-amylazy 4,3.

Izolacja ai f-amylazy z nasion jeczmienia

Okoto 2 g zeSrutowanych ziaren jeczmienia zada¢ 25 ml roztworu ekstrahujacego (1%
roztworu NaCl w 0,002 M CaCl:) i wytrzasa¢ przez 20 minut. Nastepnie saczy¢ przez
karbowany saczek do kolby stozkowej (przed saczeniem saczek - zwilzy¢ woda

destylowana). Uzyskany ekstrakt jest roztworem o i f-amylaz.
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a) Oznaczenie aktywnosci o -amylazy
Aktywnos¢ a-amylazy oznacza si¢ na podstawie spadku zawartosci skrobi w
mieszaninie reakcyjnej. Zawartos¢ skrobi mierzy si¢ kolorymetrycznie po utworzeniu

barwnego kompleksu z jodem.

Proba wlasciwa

Do dwoch probéwek odmierzy¢ po 1 ml roztworu skrobi, 1,0 ml wyciaggu enzymu; dobrze
wymieszac. Po 5 minutach reakcje enzymatyczna przerwac przez dodanie 1 ml odczynnika
jodowego. Wymieszac i dokona¢ pomiaru absorbancji na spektrofotometrze przy dtugosci

fali 670 nm wobec wody destylowanej.

Proba kontrolna
Do dwodch probdéwek odmierzy¢ po 1 ml roztworu skrobi. Po 5 minutach doda¢ 1 ml

odczynnika jodowego, wymieszac i mierzy¢ absorbancje jak w probie wlasciwe;.

Aktywnos$¢ enzymu wyznaczy¢ z réznicy odczytéw absorbangji pomiedzy proba kontrolng
i wlasciwa, wynik podac¢ w jednostkach umownych.

Za jednostke aktywnosci a-amylazy przyjac taka ilos¢ enzymu, ktéra w ciagu minuty w
warunkach doswiadczenia zmienia ekstynkcje o 0,1. Catkowita aktywnos¢ a-amylazy

okresli¢ w jednostkach aktywnosci na 1g masy stodu uwzgledniajac rozciericzenie enzymu.

Wyniki:
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b) Oznaczanie aktywnosci famylazy

Oznaczenie polega na jodometrycznym okresleniu zawartosci cukrow redukujacych,
reprezentowanych prawie wylacznie przez maltoze. W srodowisku alkalicznym pod
wplywem jodu przebiega reakcja:

cukry redukujace + J, — kwasy cukrowe + 2]~

Uzywajac mianowany roztwor tiosiarczanu sodu oznacza sie catkowita zawartos¢
dodanego jodu (proba kontrolna) oraz nadmiar jodu po reakgji z cukrem (proba wtasciwa).
Zawarto$¢ cukréw redukujacych oblicza sie z réznicy tych dwoch miareczkowan. Podczas
ktorych przebiega reakcja:

J, +28,0% - 2]~ +5,0%"
Préba wlasciwa
Do dwoch kolb stozkowych o pojemnosci 100 ml odmierzy¢ po 10 ml roztworu skrobi. Po

5 minutach doda¢ 1 ml wyciagu enzymatycznego. Zawartos¢ kolb wymieszac i doda¢ po
10 ml roztworu jodu (0,07N roztwor J2). Kolby pozostawi¢ w ciemnosci na 20 minut.
Nastepnie doda¢ 2,5 ml IM H:S50s, wymiesza¢ i miareczkowaé mianowanym 0,04N
roztworem tiosiarczanu sodu do momentu zaniku barwy.

Préba kontrolna

Probe kontrolng wykonac analogicznie jak probe wlasciwg bez dodawania wyciagu z
ziaren jeczmienia (NIE DODAWAC ENZYMU)

Aktywnos¢ f-amylazy oblicza si¢ wg wzoru:

(a—b) x6840 x 25
342 x 30

Jednostka aktywnosci =

Jednostka aktywnosci f-amylazy —ilos¢ enzymu uwalniajaca 1 pmol maltozy w ciagu 1
minuty na 1 g stodu

a-ilos¢ ml tiosiarcznu sodu zuzyta na zmiareczkowanie préby kontrolnej

b-ilo$¢ ml tiosiarcznu sodu zuzyta na zmiareczkowanie proby badanej (wlasciwej)
6840 -wspotczynnik uwzgledniajacy ilo$¢ maltozy w ng odpowiadajacy 1 ml 0,02 M
tiosiarczanu sodu

342- masa czasteczka maltozy

Wyniki:
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c) Aktywatory i inhibitory amylazy Slinowej.

Na aktywnos¢ enzymdéw wywiera wplyw szereg zwiazkdéw chemicznych zawartych w
tkankach. Jedne z nich zwigkszaja aktywnos¢ enzymow(aktywatory) inne na odwrot silnie

hamuja reakcje enzymatyczne (inhibitory).

Wykonanie

Do 3 probéwek dodajemy nastepujace roztwory:

Obserwacja
Probowki
(kolor)
1 1 ml wody 2 ml 1% roztworu Dodac¢ 1 ml
destylowanej skrobi roztworu $liny.
Wstawic¢ do
2 ml 1% rozt
2 1 ml 1% NaCl o roz. wort termostatu w
skrobi
temp. 38 C°
na 15 min

3 1 ml 1% Cu SOs 2 ml 1% roztworu nastepnie dodac

skrobi 2-3 krople ptynu
Lugola




