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CEL CWICZENIA

Celem c¢wiczenia jest zastosowanie preparatow enzymatycznych do hydrolizy skrobi,
ocena wtasciwosci uzyskanych produktéw oraz zbadanie wptywu réznych czynnikow
(temperatura, czas reakcji, dodatek aktywatoréw, rodzaj preparatu enzymatycznego) na
efektywnos¢ procesu hydrolizy skrobi.

PODSTAWY TEORETYCZNE

Skrobia stanowi najcenniejszy materiat zapasowy roslin (petni role nosnika energii

niezbednego w wiekszosci procesdw metabolicznych) oraz jest bardzo istotnym sktadnikiem
zywieniowym w diecie ludzi i zwierzat.
Analizujac jej budowe mozna stwierdzié, ze jest ona homopolimerem polisacharydowym
zbudowanym z czgsteczek D-glukozy, ktére s potaczone wigzaniami a-glikozydowymi. Nie
stanowi ona jednak jednorodnego zwigzku lecz jest mieszaning rozinych strukturalnie
polimerow: amylozy i amylopektyny.

Zwykto sie przyjmowaé, ze amyloza tworzy proste, dtugie fancuchy o masie
czgsteczkowej od 4 do 15 kDa. Reszty glukozylowe sg przytaczane w niej wyltgcznie
wigzaniami a-1,4-glikozydowymi.

OH
0
HO - OH _
/" HO
. . : OH 0
koniec ,nieredukujcy” 0 OH
/1 HO
OH 0
wigzaniea-1,4-glikozydowe L ol
HO
OH

OH
Schemat budowy amylozy

W rzeczywistosci jest to mieszanina liniowych i bardzo stabo rozgatezionych tancuchéw
glukanowych. tancuchy amylozy wystepujg w formie lewoskretnej helisy (kazdy zwdj takiej
helisy zawiera 6 reszt D-glukozy), stabilizowanej wigzaniami wodorowymi wewnatrz ktorej
moze ulega¢ wigzaniu jod dajgc w efekcie skrobi charakterystyczne ciemnoniebieskie
zabarwienie. Kilka nici amylozy (6 lub 7) moze faczy¢ sie w tzw. , wigzki” tworzgce cos na
ksztatt rury z kanatem w S$rodku. Zwykle skrobia pochodzgca z ziaren zbdz w wigzce
zbudowanej z szesciu helis zawiera siodma helise w Srodku. Z kolei w skrobi ziemniaczanej
wigzki amylozy ztozone sg z 6 helis i w Srodku majg pustg przestrzen zdolng do inkludowania
mniejszych czastek.

Amylopektyna jest tworem rozgatezionym, w ktorym fancuch centralny tworzg
czasteczki D-glukozy potgczone wigzaniem a-1,4-glikozydowym, od ktérego odchodzg liczne
odgatezienia tworzone przez wigzania 0-1,6-glikozydowe. Dla przyktadu, w skrobi
ziemniaczanej wigzania 0-1,6-glikozydowe stanowig okoto 4% wszystkich wigzan
glikozydowych obecnych w polimerze. Dzieki obecnosci tych wigzan jednym z produktow
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hydrolizy amylopektyny jest izomaltoza. Dtugos¢ tancuchdéw bocznych jest zréznicowana
i Srednio wynosi od 13 do 45 reszt glukozowych (moga jednak wystepowac znacznie diuzsze
tancuchy boczne). Wsréd tancuchdw bocznych wyrdznia sie tzw. tancuchy typu A (nie
posiadajgce dalszych odgatezien) oraz tarcuchy typu B (z co najmniej jednym bocznym
odgatezieniem). Masa czasteczkowa amylopektyny jest znacznie wieksza niz amylozy
i przekracza 500 kDa, a siega nawet do 100000 kDa.

Cecha charakterystyczng dla skrobi ziemniaczanej jest wystepowanie pewnej ilosci (okoto
0.081%) ,ufosforylowanych” reszt glukozowych (wystepujgce gtdwnie w amylopektynie
pierwszorzedowe grupy OH zestryfikowane kwasem fosforowym).
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Schemat budowy amylopektyny

Skrobia wystepuje w ziemniakach, ziarnie zbdz i w owocach, pestkach, bulwach oraz ktgczach
wielu innych roslin. Tworzy réznego rodzaju granulki réznigce sie w zaleznosci od Zrddta
pochodzenia oraz sposobu wydzielania. Wiekszos¢ granulek sktada sie z kolejnych warstw,
ktore ulegajg asocjacji majgc postac ziarenek widocznych pod mikroskopem. Stosunek
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amylozy i amylopektyny jest zasadniczg cechg poszczegdlnych gatunkéw skrobi. W tablicy
podano przecietne zawartosci amylozy w zaleznosci od zrodta skrobi.

Zrédto Zawarto$é

amylozy [%]
Kukurydza woskowa 1
Ziarna zbdz ~20
Ziemniaki 30
Groch 70
Kukurydza wysokoamylozowa 85

Z przytoczonego zestawienia wida¢, ze jedynie dla pewnych odmian kukurydzy i grochu
wartos¢ amylozy przekracza 50%. Ma to istotny wptyw na zdolnos¢ hydrolizy skrobi przez
enzymy i w konsekwencji na zdolnos¢ przyswajania skrobi przez organizmy.

Skrobia znalazta rdéznorakie zastosowania, szczegdlnie w przemysle spozywczym.
Wykorzystuje sie ja gtéwnie do produkcji syropéw maltodekstrynowych, maltozowych,
glukozowych i fruktozowych. Poszczegdlne syropy rdznig sie stopniem hydrolizy skrobi
i najczesciej charakteryzuje sie je poprzez tzw. ekwiwalent dekstrozowy DE (ang. dextrose
equivalent). Ekwiwalent ten wyrazony jest w procentowej zawartosci cukréw redukujacych
(zwykle rownowaznikéw glukozy) na jednostke suchej masy produktéw. Zwykto sie
przyjmowaé, ze dla skrobi DE jest w przyblizeniu rowny zero, podczas gdy przeprowadzitoby
sie petng hydrolize skrobi do glukozy DE wynositby 100.

Syropy maltodekstrynowe powstajg w wyniku tzw. ,uptynniania skrobi”. Stosuje sie je

jako regulatory wilgotnosci przetwordw spozywczych, zageszczacze, inhibitory krystalizacji,
nosniki lekdw, wypetniacze lub plastyfikatory zywnosci. Syropy maltozowe lub glukozowe
uzyskuje sie w tzw. procesie ,,scukrzania skrobi” po jej uprzednim uptynnieniu.
Syropy maltozowe stosuje sie gtdwnie w przemysle cukierniczym do zapobiegania
krystalizacji sacharozy, polepszania konsystencji przetworéw spozywczych i przedtuzania ich
trwatosci. Syropy o duzej zawartosci maltozy stosuje sie do produkcji lodéw, mrozonej
zywnosci (ograniczajg powstawanie krysztatkow lodu), napojow bezalkoholowych oraz
zywnosci dla diabetykow. Syropy powstate ze skrobi stosuje sie tez jako substytuty ttuszczow
w zywnosci ,fat free”.

Syropy glukozowe znajdujg gtéwnie zastosowanie w przemysle browarniczym,
gorzelniczym oraz piekarniczym. Otrzymuje sie z nich réwniez syropy fruktozowe dodawane
do konfitur, syropow i napojow takich jak Pepsi, Mirinda, Coca Cola. Syropéw fruktozowych
uzywa sie rowniez do produkcji zywnosci dla diabetykow.

Poczatkowo, na przetomie XIX i XX wieku otrzymywano juz znaczace ilosci syropow
skrobiowych z zastosowaniem kwasow nieorganicznych do przeprowadzania hydrolizy
kwasowej skrobi. Po odkryciu enzyméw amylolitycznych i opracowaniu sposobdw ich
pozyskiwania zaczeto stosowaé metode mieszang hydrolizy skrobi (hydrolize kwasowg
potaczong z hydrolizg enzymatyczng). Pod koniec XX wieku stosowano juz wiasciwie
enzymatyczne metody hydrolizy skrobi.

Enzymy stosowane do hydrolizy skrobi sg zaliczane do podklasy hydrolaz (EC 3.2.).
W roztworach wodnych katalizujg one przede wszystkim hydrolize wigzan glikozydowych, ale
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przy duzych stezeniach cukrow moga katalizowac réwniez reakcje odwrotne: kondensacji,
a takze reakcje transglikozylacji.

Typowymi enzymami trawiennymi, wystepujacymi w slinie iwydzielinie trzustki
kregowcow sg amylazy, ktére katalizujg rozktad skrobi i glikogenu. S one réwniez obecne
w roslinach, zwtaszcza w zarodkach ziarna zb6z, gdzie w procesie kietkowania nastepuje ich
gwattowna synteza, majaca na celu szybkie uruchomienie energetycznego materiatu
zapasowego; znalazto to zastosowanie przy otrzymywaniu stodu. W procesach
technologicznych amylazy pochodzenia roslinnego i zwierzecego zostaty stopniowo
zastgpione przez tansze enzymy grzybowe i bakteryjne.

Znane sg rézne rodzaje amylaz, a podzieli¢ je mozna w wieloraki sposéb. Z punktu
widzenia mozliwosci hydrolizy réznych wigzan glikozydowych mozina je sklasyfikowaé na
atakujgce wigzania Q-1,4-glikozydowe (0-amylazy, [B-amylazy), atakujace wigzania a-1,6-
glikozydowe (izoamylazy i pululanazy) oraz hydrolizujgce wigzania a-1,4-glikozydowe i 0-1,6-
glikozydowe (glukoamylazy i niektore pululanazy).

Biorgc pod uwage miejsce ciecia wigzania glikozydowego w czgsteczce skrobi mozna je
podzieli¢ na endoamylazy (a-amylazy, amylazy znoszace rozgatezienia) oraz egzoamylazy
(glukoamylazy i B-amylazy).

Z punktu widzenia zachodzacych proceséw mozemy je podzieli¢ na enzymy uptynniajace
(a-amylazy, izoamylazy, pululanazy) i scukrzajace (B-amylazy, glukoamylazy i niektore a-
amylazy).

Amylazy mozna tez podzieli¢ z punktu widzenia zrédet ich pochodzenia, a takze z punktu
widzenia konfiguracji centrum anomerycznego uwalnianych produktéw hydrolizy.

Wida¢ wiec, ze omawiana podklasa enzyméw jest bardzo réznorodna. Sposrdd licznych
znanych amylaz gtéwnymi s3: QO-amylaza zaliczana do endoamylaz oraz [3-amylaza
i glukoamylaza zaliczane do grupy egzoamylaz. Wszystkie katalizujg hydrolize wigzan 1-4-a-
glikozydowych, a zgodnie z nazwg endoamylazy, a-amylaza atakuje wigzania znajdujace sie
wewnatrz tancucha (prowadzac do uptynniania skrobi i powstawania oligosacharyddéw),
natomiast 3-amylaza i glukoamylaza, jako egzoamylazy, rozrywaja odpowiednio co drugie ([3-
amylaza) lub kolejne (glukoamylaza) wigzania glikozydowe, poczynajac od nieredukujgcego
konca tancucha.

Skrobia obok stosunkowo prostej do zhydrolizowania frakcji amylozy zawiera réwniez
frakcje amylopektyny ztozong z tancuchdéw rozgatezionych. Poniewaz wigzania O-1-6-
glikozydowe, wystepujace przy rozgatezieniach w amylopektynie, stanowig bariere dla
dziatania [3-amylazy, rozktad tej frakcji skrobi jest inny: boczne tancuchy sg rozktadane przez
B-amylaze do maltozy, podobnie jak prosty taricuch amylozy, po czym reakcja zatrzymuje sie
w odlegtosci trzech jednostek glukozy od miejsca rozgatezienia (wigzania 0-1,6-
glikozydowego). Powstaje wiec nieroztozona, wielkoczgsteczkowa dekstryna graniczna, ktora
stanowi okoto 40-45% masy amylopektyny i wykazuje znaczng lepko$¢ w roztworze
i fioletowg barwe kompleksu z jodem. Rozktadowi ulega ona dopiero przy tacznym dziataniu
obu enzymoéw, gdyz Q-amylaza jest w stanie ,przeskakiwaé” przez wigzania Q-1,6-
glikozydowe (bez ich hydrolizy), tworzgc nowe, proste tancuchy, ktore moga juz by¢ dalej
rozktadane przez [3-amylaze. Tak wiec, w wyniku tacznego dziatania a- i B-amylaz skrobia
ulega hydrolizie do maltozy iizomaltozy, czyli a-D-glukozylo-1,6-glukozy, oraz niewielkiej
ilosci wolnej glukozy.
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Najlepiej radzi sobie z amylopektyng (i glikogenem) glukoamylaza wystepujaca
w grzybach oraz u zwierzat. Rozktada ona zaréwno wigzania a-1,4- jak i a-1,6-glikozydowe
(o ile te ostatnie znajduja sie przy nieredukujacej jednostce glukozy) i dlatego przy jej udziale
amylopektyna i glikogen ulegajg rozktadowi do glukozy.

Zaréwno sok jelitowy, jak i ziarna zbdz zawierajg réwniez a-1,4-glukozydaze i O-1,6-
glukozydaze (izomaltaze). Enzymy te rozktadaja wytworzone w wyniku dziatania B-amylazy
disacharydy do czasteczek glukozy, ktoéra jest koncowym produktem rozkfadu
enzymatycznego skrobi.

Nazwa EC Typ hydrolizowanych wigzan
O-amylazy EC3.2.1.1 0-1,4-glikozydowe
B-amylazy EC3.2.1.2 a-1,4-glikozydowe
glukoamylazy EC3.2.1.3 a-1,4-i0a-1,6-glikozydowe
pululanazy EC3.2.1.41 a-1,6-glikozydowe
izoamylazy EC3.2.1.68 a-1,6-glikozydowe

Wiekszos¢ amylaz do osiggniecia aktywnosci wymaga obecnosci jondw wapnia. Nalezy
rowniez pamietaé, ze amylazy rdinig sie miedzy sobg wartosciag optymalnego pH oraz
temperatury przy ktorych wykazujg maksymalng aktywnosc.
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PRZEBIEG CWICZENIA

Oznaczanie aktywnosci amylazy metodg Heinkela

Odczynniki:
. preparat enzymatyczny

. substrat skrobiowy: 0.5g skrobi rozpuszczalnej, 1g NaCl i 2g cytrynianu sodu rozpuscic
w 80 ml wody ogrzewajgc do wrzenia. Doda¢ 1g benzoesanu sodu dla konserwacji
i uzupetni¢ wodg do 100 ml;

. 0.9% roztwodr NaCl;

. 20% roztwoér wodny kwasu sulfosalicylowego;

. roztwér jodu: 2g Kl rozpuscic w 5 ml wody i w tym roztworze rozpusci¢ 1g jodu, po
czym uzupetni¢ wodg do 300 ml. Rozcienczy¢ r-r macierzysty 150 razy;

. 1% roztwor skrobi: 1g skrobi rozpuscic w 80 ml wrzgcej wody. Po rozpuszczeniu
ostudzi¢ i uzupetni¢ wodg do 100 ml;

. roztwory wzorcowe zawierajgce 2, 4, 6 i 8 mg skrobi w 1 ml: Rozcienczy¢ 1% roztwor
skrobi (10 mg/ml) biorgc odpowiednio 2, 4, 6 i 8 ml i uzupetniajagc wodg do 10 ml.

Szkto i inne materiaty oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
statyw z probdéwkami

pipety szklane

lejki

kolbki miarowe

fiolki z korkami

sgczki karbowane

spektrofotometr, kuweta spektrofotometryczna
taznia wodna

waga analityczna

® 6 6 6 O O 0 0 o

Wykonanie ¢wiczenia:

Zasada oznaczenia:

Oznacza sie ilos¢ roztozonego substratu (skrobi) na podstawie stopnia zmniejszenia sie
zabarwienia z jodem. Wynik podaje sie w jednostkach Wohlgemutha, oznaczajacych taka
aktywnos¢ amylazy w 1 ml badanego preparatu, ktéra rozktada 1 mg skrobi do produktéw
nie dajgcych zabarwienia z jodem, w ciggu 30 minut, w temperaturze 37°C, w obecnosci
jonoéw chlorkowych.

Wykonanie:

2.4 ml substratu skrobiowego umiesci¢ w probowece i ogrza¢ do 37°C przez wstawienie do
tazni na 10 minut, nastepnie wprowadzi¢ 0.1 ml preparatu enzymatycznego. Inkubowac
w fazni wodnej o temperaturze 37°C przez 30 minut. Po tym czasie doda¢ 2.5 ml roztworu
kwasu sulfosalicylowego i umiesci¢ probéwke w tazni ultradzwiekowej. Po 5 minutach
przesgczy¢ roztwor do probdwki.

Rownolegle wykonaé probe kontrolng biorgc 0.1 ml preparatu enzymatycznego, 2.5 ml
roztworu kwasu sulfosalicylowego i umieszczajgc probéwke na 5 minut w tazni
ultradzwiekowej. Nastepnie do probdéwki dodac¢ (bez inkubacji) 2.4 ml substratu. Przesgczy¢
analogicznie jak poprzednig probke do kolejnej probdowki.
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Do 0.5 ml przesaczu préby badanej i kontrolnej (w dwoch kolejnych probéwkach)
wprowadzi¢ 9.5 ml rozcieficzonego 150-krotnie roztworu jodu i cato$¢ doktadnie wymieszad.
Oznaczy¢ wartos¢ absorbancji przy dfugosci fali 560 nm wobec wody. Odjgé wartosc
absorbancji préby badanej od wartosci absorbancji préby kontrolnej i z krzywej kalibracyjnej
odczyta¢ wynik w jednostkach Wohlgemutha.

Wykreslenie krzywej kalibracyjne;.

Do probowek zawierajgcych 0.1 ml roztworéw wzorcowych zawierajgcych odpowiednio 2, 4,
6, 8 i 10 mg skrobi/ml wprowadzi¢ po 0.15 ml 0.9% roztworu NaCl, 0.25 ml roztworu kwasu
sulfosalicylowego i 9.5 ml rozciericzonego 150-krotnie roztworu jodu. Zawartos¢ probowek
doktadnie wymiesza¢, a nastepnie oznaczy¢ wartos¢ absorbancji wobec wody i wykresli¢
krzywa, odktadajgc na osi odcietych jednostki Wohlgemutha.

W poszczegdlnych probéwkach znajdowato sie 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 i 1 mg skrobi, a poniewaz do
wywotania barwy wychodzi sie z 0.5 ml przesgczu, co odpowiada 0.01 ml preparatu
enzymatycznego, wyniki w jednostkach Wohlgemutha wyniosg: 20, 40, 60, 80 i 100.
Wartosci fizjologiczne: do 30 j. Wohlgemutha w surowicy, do 40 j. Wohlgemutha w moczu,
a w soku trzustkowym 500-1500 j. Wohlgemutha.

Enzymatyczna degradacja skrobi

Odczynniki:
. preparat enzymatyczny

. skrobia kukurydziana lub ziemniaczana

Szkto i inne materiaty oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
kolby stozkowe na 250 ml
pipety

wata

sgczki karbowane

lejki

cylindry

kolby okrggtodenne na 250 mi
mieszadto

papierki wskaznikowe

waga analityczna

cieplarka

wyparka rotacyjna

® 6 6 4 4 6 O O 0 0 0 o

Wykonanie éwiczenia:

Hydroliza skrobi:

W kolbie stozkowej o pojemnosci 250 ml umiesci¢ 5g skrobi kukurydzianej lub ziemniaczanej,
doda¢ 50 ml wody destylowanej i 0.5 ml preparatu enzymatycznego. Zawartos¢ kolby
ogrzewac do zzelowania w tazni o temperaturze 802C. Nastepnie catos¢ ochtodzi¢ i dodad
jeszcze 1 ml preparatu enzymatycznego. Kolbke zatka¢ korkiem z waty i mieszac jej
zawartos¢ przez 3 h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie wstawi¢ kolbke do cieplarki
ustawionej na okreslong przez prowadzgcego ¢éwiczenie temperature i pozostawi¢ na 24-
72h. Nastepnie zawartos¢ kolbki ogrza¢ do wrzenia w celu zdenaturowania enzymu, po
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ochtodzeniu przesgczyé, a objetos¢ uzyskanego przesgczu doktadnie zmierzy¢ (bedzie to
potrzebne do obliczenia sumarycznej ilosci cukréw redukujacych), pobra¢ prébki do
oznaczenia cukréw redukujgcych (dwie prébki po 0.5 ml) . Pozostatg ilos¢ przesgczu zatezyc
w zwazonej kolbie okragtodennej na wyparce rotacyjnej i okresli¢ mase pozostatosci.

Oznaczanie cukrow redukujgcych metodg Somogyi

Odczynniki:
. odczynnik Somogyi:
+ Roztwor A- 15g winianu sodowo-potasowego i 15g bezwodnego weglanu sodu
rozpusci¢ w 100 ml gorgcej wody i doda¢ 40 ml 1 N NaOH.
+ Roztwor B- 4g pieciowodnego siarczanu miedzi rozpusci¢ w 40 ml wody i ogrzac do
wrzenia
¢ Roztwor C- 90g bezwodnego siarczanu sodu rozpusci¢ w 250 ml wody

Roztwory A, B i C potgczy¢ ze sobg, dodac 4g jodku potasu oraz 0.6g jodanu potasu
w 10 ml wody. Wymieszac i uzupetni¢ woda do 500 ml.

. 0.01 N tiosiarczan sodu. Przygotowa¢ bezposrednio przed uzyciem przez
dziesieciokrotne rozcieniczenie 0.1 N mianowanego roztworu tiosiarczanu.

. 1 M kwas siarkowy

. wskaznik skrobiowy. 500 mg skrobi rozpuszczalnej rozpusci¢ w 50 ml wody ogrzewajac
catos¢ do wrzenia. Po ochtodzeniu dodaé 15g chlorku sodowego.

. glukoza. 100 mg glukozy rozpusci¢ w 100 ml wody destylowanej (w kolbie miarowej).
Do wykonania krzywej wzorcowej pobieraé¢ odpowiednio: 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 i 2.0 ml tego
roztworu.

Szkto i inne materiaty oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
kolby stozkowe o pojemnosci 100 ml z szerokg szyjg
pipety

lejki

biureta

wrzgca taznia wodna

waga analityczna.

* 6 ¢ ¢ o+ o

Wykonanie ¢éwiczenia:

Po zmierzeniu catkowitej objetosci hydrolizatu (i zapisaniu tej wartosci) pobraé¢ po dwie
probki hydrolizatu (po 0.5 ml kazda) do dwdch kolb stozkowych na 100 ml. Do kazdej kolby
stozkowej zawierajgcej badany roztwor (0.5 ml) doda¢ 5 ml odczynnika Somogyi i po
doktadnym wymieszaniu zawartos¢ ogrzewac¢ we wrzgcej fazni wodnej przez 15 minut. Po
wyjeciu z taini prébke ochtodzi¢ pod biezgcg wodg. Nastepnie doda¢ 2 ml 1M kwasu
siarkowego i wstrzgsngc energicznie az do rozpuszczenia osadu. Po uptywie 5 minut
zawartos¢ kolbek zmiareczkowac¢ 0.01 N tiosiarczanem sodu wobec wskaznika skrobiowego.
Rownolegle wykona¢ dwie préby kontrolne (zawierajagce wode destylowang zamiast
badanego roztworu).

Zawartos¢ cukrow redukujgcych w prébach badanych odczytaé z krzywej wzorcowe;j.
Aby sporzadzi¢ taka krzywa, nalezy wykona¢ w opisany powyzej sposdb serie oznaczen dla
prob wzorcowych zawierajgcych 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 i 2.0 mg glukozy w probce. Wykresli¢
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zaleznos¢ pomiedzy iloscig cukru w prébie badanej (w mg) aréinicg zuzycia roztworu
tiosiarczanu na zmiareczkowanie proby kontrolnej i badanej (w ml).

Po odczytaniu z krzywej wzorcowej ilosci cukréw redukujacych w pobranej probce
przeliczy¢, jaka jest ich zawartos¢ w catej objetosci roztworu. Wynik uzyskany z oznaczania
ilosci cukréw redukujgcych porowna¢ z masg uzyskang po zatezeniu przesaczy.
Przeanalizowaé uzyskane wyniki i wyjasni¢ ewentualne réznice pomiedzy masg uzyskana
z obliczen i masg uzyskang w wyniku zatezania.

PRZYGOTOWANIE DO ZAJEC

1. Przeczytaj uwaznie instrukcje i doktadnie przeanalizuj czynnosci oraz techniki
laboratoryjne opisane w czesci eksperymentalne;j.

2. Zapoznaj sie z zagrozeniami zwigzanymi z stosowanymi odczynnikami oraz
poszczegdlnymi czynnosciami wykonywanymi na zajeciach (karty charakterystyk)

2. Zwrd¢ uwage czy znasz nastepujace pojecia: homopolimer, wigzanie a-glikozydowe,
amylazy, cukry redukujace

3. ZastanoOw sie czy wiesz:

a) gdzie wystepuje skrobia i jak jest zbudowana (réznice w budowie amylozy i amylopektyny)
b) jaki jest podziat amylaz ze wzgledu na mechanizm hydrolizy faricuchdéw skrobi,
c) jakie jest zastosowanie skrobi w przemysle.

d) na czym bazuje oznaczenie spektrofotometryczne aktywnosci enzymu (w jaki sposéb
tworzy sie barwny kompleks skrobi z jodem)

OPRACOWANIE WYNIKOW

W sprawozdaniu nie umieszcza¢ wstepu teoretycznego.

Sprawozdanie powinno obejmowac opis przebiegu hydrolizy skrobi (z uwzglednieniem masy
i rodzaju wzietego do hydrolizy substratu, doktadnego postepowania przy uptynnianiu,
rodzaju zastosowanego enzymu, czasu i temperatury hydrolizy, sposobu przerwania reakgcji,
ilosci przesgczu po hydrolizie z doktadnoscig do 0.5 ml oraz masy uzyskanego po zatezaniu
produktu oraz opisu jego wygladu).

Kolejny punkt sprawozdania powinien zawiera¢ opis przebiegu oznaczania aktywnosci
enzymu wraz z doktadnym podaniem jego nazwy handlowej, w tabeli powinny by¢
zestawione uzyskane wyniki pomiaru absorbcji zaréwno dla probek z enzymem, jak i dla
probek do krzywej wzorcowej. Na podstawie uzyskanych wynikéw pomiardw nalezy
sporzadzi¢ odpowiedni wykres w Excelu, ktory réwniez dofacza sie do sprawozdania. Na jego
podstawie odczytuje sie aktywnos¢ enzymu.

W ostatnim punkcie sprawozdania nalezy opisa¢ postepowanie przy oznaczaniu cukrow
redukujgcych. Wyniki zebra¢ w tabeli, na ich podstawie przygotowa¢ wykres w Excelu
i z otrzymanego réwnania wyznaczy¢ zawartos¢ cukréw redukujacych w oznaczanych 0.5ml
prébkach hydrolizatu.

Nastepnie nalezy przeliczyé zawartos¢ cukrow redukujgcych dla catej objetosci hydrolizatu
(np. w 0.5 ml hydrolizatu oznaczono 6 mg cukréow redukujgcych, catkowita objetos¢
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przesaczu hydrolizatu wynosita 50 ml (100 razy wiecej niz objetos¢ oznaczanej probki) wiec
w sumie jest 100*6 mg, czyli 600 mg cukréw redukujacych).

Na zakoriczenie poréwnac ilos¢ produktu hydrolizy skrobi uzyskanego w wyniku zatezenia
hydrolizatu z iloscig produktu wyliczong na podstawie oznaczenia cukréw redukujacych.
W przypadku istotnych réznic w obu masach wyjasni¢, co mogto spowodowac te rdznice.

W catym sprawozdaniu nalezy zwracaé¢ uwage aby opis dotyczyt faktycznego !!! przebiegu
¢wiczenia i nie byt , kalka” instrukcji.

Sprawozdanie nalezy odda¢ prowadzacemu najpdzniej w dwa tygodnie po zakornczeniu
¢wiczenia. Pdzniejsze oddanie sprawozdania powoduje obnizenie oceny zgodnie z zasadami
przedstawionymi na zajeciach organizacyjnych.
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