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Wpiyw pH, temperatury, aktywatordw
na aktywnosé amylazy slinowej

Zadanie 1. Oznaczanie punktu achromowego

Celem zadania jest wyznaczenie aktywnos$ci amylazy slinowej.
W plerwszym etapie nalezy dobra¢ odpowiednie rozcienhczenie sliny,
umozliwiajgce osigagniecie punktu chromowego w czasie pomiedzy 3 a
15 min.. Punkt achromowy definiujemy Jjako czas niezbedny do
powstania produktdédw rozkltadu skrobi (amylolizy) nie dajacych
barwnej reakcji z jodem.

Wykonanie

Do zagiebien pilytki porcelanowe]j nakropli¢ po 3 krople 0,001
mol/dm’ I, w KI 1 po 1 kropli 2 mol/dm’ HCI.

Do probdédwki odmierzyé 5 cm® 1% roztworu skrobi, 2 cm
1% NaCl, 2 cm’ 0,2 mol/dm’® buforu fosforanowego o ©pH 6,6,
zawartoé¢ zmieszaé¢ 1 probdéwke wstawié¢ do tazni wodnej o temp.
37°C.

Po 5 minutach dodaé¢ lcm® $liny (Zrédio enzymu) rozcienczonej
100x woda destylowana. Prébdéwke pozostawié¢ w tazni wodne]j. Moment
zmieszania enzymu 2z substratem rozpoczyna reakcje enzymatyczng
(czas ,,07).

Doktadnie w odstepach 1l-minutowych pobieraé po 0,2 cm’
inkubatu do zagiebien w piytce. Obserwowaé¢ zabarwienie roztworu 1
zanotowa¢ czas osiagniecia punktu achromowego. W razie zbyt
krétkiego czasu (mniej niz 3 minuty) lub zbyt diugiego czasu
(wiecej niz 15 minut) niezbednego do odbarwienia roztworu prdbbe
powtdrzyé uzywajac innego rozcienczenia $liny.
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Zadanie 2. Badanie wpiywu pH na aktywnos¢ amylazy sSlinowej.

Celem zadania Jjest Dbadanie wpiywu pH na aktywnos$é amylazy
$linowe].
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Wykonanie.

Do =zagilebieh piytki porcelanowej nakropli¢ po 3 krople
0,001 mol/dm’® I, w KI i po 1 kropli 2 mol/dm’ HCl.

Przygotowac 3 proboéwki oznaczone (1,2,3). Do kazdej
odmierzyé po 5 cm’ 1% roztworu skrobi i 2 cm’ 1% NaCl.

Nastepnie do probdéwek dodac:
- do probdwki 1 -2cm® 0,2 mol/dm® buforu fosforanowego o pH 6,6
- do probéwki 2 -2cm’ 0,2 mol/dm® buforu fosforanowego o pH 8,0
- do probéwki 3 -2cm’ 0,2 mol/dm’ buforu fosforanowego o pH 5,0

Probéwki wstawié do tazni wodnej o temperaturze 37°C 1 po
5 minutach do wszystkich 3 prébéwek dodaé¢ 1 cm® $liny (zrddiro
enzymu) . Doktadnie co 1 minute =z kazdej probdwki pobierad¢ po
2 krople inkubatu do zagiebien wczes$niej przygotowanej piytki
porcelanowe]j, tak aby wuzyskaé¢ trzy rzedy =z trzema rdéznymi
wartosciami pH.

Obserwowa¢ zmiany zabarwienia i zanotowa¢ czas osiagniecia
punktu achromowego dla poszczegdlnych wartosci pH.

Zadanie 3. Badanie wpiywu temperatury inkubacji na aktywnosé¢
amylazy slinowej.

Celem =zadania jest badanie wplywu temperatury na aktywnoscé
amylazy $linowej.

Wykonanie

Do zagitebien ptytki porcelanowej nakropli¢ po 3 krople 0,001
mol/dm® I, w KI i po 1 kropli 2 mol/dm® HCI1.

Przygotowad 3  probdwki oznaczone (1,2,3). Do kazdej
odmierzyé po 5 cm® 1% roztworu skrobi, 2 cm® 1% NaCl i 2 cm® 0,2
mol/dm’® buforu fosforanowego o optymalnym pH (wynik z zadania 2).

-probdéwke 1 umies$cié¢ w tazni wodnej o temp. 37° C
-probdéwke 2 pozostawi¢ w temp. pokojowe]

-probdéwke 3 umiesdcié w lodzie

Po 5 minutach doda¢ do kazdej probéwki po 1 cm’ roztworu

$liny.

Doktadnie co 1 min z kazdej probdéwki pobiera¢ po 2 krople
inkubatu do zagtebien wczesdnie] przygotowane] ptytki
porcelanowej, tak azeby uzyskaé¢ trzy rzedy =z trzema rdéznymi

wartosciami temperatury.
Obserwowa¢ zmiany zabarwienia 1 zanotowa¢ czas osiagniecia
punktu achromowego dla poszczegdlnych wartosci temperatury.
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