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Wpiyw pH, temperatury, aktywatoroéw
na aktywnosé amylazy sSlinowej

Zadanie 1. Oznaczanie punktu achromowego.
Celem =zadania Jjest wyznaczenie aktywnoéci amylazy $linowej.

W pierwszym etapie nalezy dobra¢ odpowiednie rozciehczenie
$liny, umozliwiajace osiggniecie punktu chromowego w czasie
pomiedzy 3 a 15 min. Punkt achromowy definiujemy Jjako czas
niezbedny do powstania produktdédw rozkitadu skrobi (amylolizy)
nie dajacych barwnej reakcji z jodem.
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Wykonanie. Do dotké4w na piytce 96-dotkowej nakropi¢ po 3
krople 0,001 mol/dm® I, w KI 1 po 1 kropli 2 mol/dm® HC1L
(przygotowaé¢ 15 doikdw) .

Do probdéwki odmierzy¢é 5 cm® 1% skrobi, 2 cm?® 1% NaCl
2 cm?® 0,2 mol/dm3® buforu fosforanowego o pH 6,6, =zawartosé
zmiesza¢ 1 probdéwke wstawié¢ do tazni wodnej o temp. 37° C.

Po 5 minutach doda¢ 1lcm® $liny (Zrdédio enzymu) rozcienczone]
100x (rozcieniczenie uzgodnij =z prowadzacym d¢wiczenia) woda
destylowana. Zawarto$é¢ mieszaniny przez calty czas trwania
reakcji trzymaj w tazZni wodne] (37°C). Moment zmieszania
enzymu 2z substratem rozpoczyna reakcje enzymatyczna (czas
~07) .

Doktadnie w odstepach l1-minutowych pobieraé¢ po 0.2 cm?® inkubatu
do dotkéw w piytce. Obserwowa¢ zabarwienie roztworu 1
zanotowa¢ czas osiagniecia punktu achromowego.
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Przykladowy punkt achromowy: 8 min.

W razie =zbyt krétkiego czasu (mniej niz 3 minuty) 1lub zbyt

diugiego czasu (wiecej niz 15 minut) niezbednego do
odbarwienia roztworu prbébe powtorzyé uzywajac innego
rozcienczenia $liny. Ustalone na tym etapie rozcienczenie

zostanie wykorzystane do kolejnych zadan.
Zadanie 2. Badanie wpiywu pH na aktywnosé amylazy sSlinowej.

Celem zadania Jjest badanie wpiywu pH na aktywnosé¢ amylazy
$linowe]j.

Wykonanie. Do doitkdédw na piytce 96-doirkowej nakropi¢ po 3
krople 0,001 mol/dm® I, w KI i po 1 kropli 2 mol/dm?® HC1
(przygotowa¢ w trzech rzedach, osobnych dla kazdego pH).

Przygotowa¢ 3 probdéwki oznaczone (1,2,3). Do kazdej odmierzyé
po 5 cm?® 1% roztworu skrobi i1 2 cm® 1% NaCl.

Nastepnie do probdéwek dodac:

- do probdéwki 1: 2cm?® 0,2 mol/dm?® buforu fosforanowego o pH 6,6
- do probdéwki 2: 2cm?® 0,2 mol/dm?® buforu fosforanowego o pH 8,0
- do probdéwki 3: 2cm?® 0,2 mol/dm3® buforu fosforanowego o pH 5,0

Probéwki wstawié do tazni wodnej o temperaturze 37°C i po
5 minutach do wszystkich 3 prébdéwek dodaé¢ 1 cm?® rozcienczonej
$liny (Zzrdédio enzymu). Doktadnie co 1 minute z kazdej probdwki
pobiera¢ po 2 krople inkubatu do =zaglebien wczedniej
przygotowanej piytki, tak aby uzyskaé¢ trzy rzedy 2z trzema
réznymi wartosciami pH.

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

Zadanie 3. Badanie wpiywu jonéw chlorkowych na aktywnosé
amylazy slinowej.

Celem zadania Jjest badanie wpilywu obecnos$ci jondéw chlorkowych
na aktywnos$¢ amylazy $linowe].

Wykonanie. Do dotkéw na piytce 96-dotkowe] nakropié¢ po
3 krople 0,001 mol/dm®* I, w KI 1 po 1 kropli 2 mol/dm3
HC1 (przygotowa¢ w dwdch rzedach, osobnych dla inkubatu 1 i 2).
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Przygotowa¢ 2 probdwki oznaczone (1,2). Do kazdej odmierzy¢é po
5 cm3 1% roztworu skrobi 1 2 cm® 0,2 mol/dm3 buforu
fosforanowego o) optymalnym PH (wynik z doswiadczenia
poprzedniego) .

Nastepnie do prébdwek dodac:
- do probdéwki 1: 2cm3 1% NaCl
- do probdéwki 2: 2cm?® wody destylowane]j

Obie probdéwki wstawi¢ do tazni wodnej o temperaturze 37°C na
5 minut. Doda¢ 1 cm?® rozcienczonej $liny (Zrddio enzymu) .

Doktadnie co 1 minute z kazdej probdéwki pobieraé po 2 krople
inkubatu do ©poszczegbdlnych dotkdédw wczedniej przygotowane]
piytki, tak aby uzyska¢ dwa rzedy z dwoma rbéznymi roztworami.

Obserwowa¢ zmiany zabarwienia 1 zanotowa¢ «czas osiagniecia
punktu achromowego dla obu prdbdwek.
Zadanie 4. Badanie wplywu temperatury inkubacji na aktywnosé

amylazy slinowej.

Celem zadania Jjest badanie wplywu temperatury na aktywnosé
amylazy $linowej.

Wykonanie. Do doitkdédw na piytce 96-dotkowej nakropié¢ po
3 krople 0,001 mol/dm® I, w KI 1 po 1 kropli 2 mol/dm3® HC1

(przygotowad w trzech rzedach, osobnych dla kazde]
temperatury) .
Przygotowa¢ 3 probdéwki oznaczone (1,2,3). Do kazdej odmierzyé

po 5 cm?® 1% roztworu skrobi, 2 cm3® 1% NaCl i 2 cm?® 0,2 mol/dm3
buforu fosforanowego o optymalnym pH (wynik z zadania 2).

- probdéwke 1 umiedci¢ w tazni wodnej o temp. 37° C
- probdéwke 2 pozostawié¢ w temp. pokojowe]

- probdéwke 3 umiesdcié w lodzie

Po 5 minutach doda¢é do kazdej probdéwki po 1 cm?® roztworu
rozcienczonej $liny.

Doktadnie co 1 min z kazdej probdédwki pobiera¢ po 2 krople
inkubatu do dotkdw wczedniej przygotowane] piytki.

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