Štiepenie škrobu amylázou – časový priebeh reakcie
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Princíp: Enzým α-amyláza katalyzuje hydrolýzu  1,4 -  α – D glukozidovej vazby škrobu a podobných sacharidov za vzniku redukujúcich disacharidov, v prípade škrobu maltózy. 

Použité chemikálie: 

roztok maltózy  s c = 10 mmol/l; Mr(maltóza)= 342,3 g mol-1  

Rozpustila som 34,23 mg maltózy v 10 ml vody

dinitrosalicylátové činidlo: 1g kyseliny 3,5 dinitrosalicylovej som rozpustila v 20 ml 20 M  NaOH

a pridala 50 ml roztoku vínanu sodno-draselného ( 83,3 g vínanu v 100 ml vody). Po zahriatí a rozpustení som zmes doplnila na 100 ml vodou.

0,5 % suspenzia škrobu (Solamyl) v 0,1 M fosfátovom pufre

fosfátový pufr som pripravila zmiešaním 16,9 ml 0,2 M roztoku NaH 2PO4  a 0,2 M 13, 05 ml roztoku Na2HPO4 .

1%NaCl

roztok amylázy s c = 10 mg/ml  

Postup: 

Kalibrácia

Do šiestich skúmaviek som pipetovala tieto objemy 0,01 molárneho roztoku maltózy:

1. 0 ml

2. 0,2 ml

3. 0,6 ml

4. 1,2 ml

5. 1,6 ml

6. 2,0 ml

Tento ich objem som doplnila do 4 ml vodou. Koncentrácie roztoku maltózy v skúmavkách boli následovné:

1. 0 mol/l

2. 0,0005 mol/l

3. 0,0015 mol/l

4. 0,003 mol/l

5. 0,004 mol/l

6. 0,005 mol/l

Do každej skúmavky som pridala 0,5 ml NaOH  a 0,5 ml dinitrosalycilátového činidla. Všetky takto pripravené skúmavky som vložila do vriacej vody a varila 5 minút. Potom som ich nechala vychladnúť asi 15 minút při laboratórnej teplote. Potom som merala absorbanciu roztoku. Slepý vzorok bol ten roztok, kde nebol roztok maltózy.  Absorbanciu som merala při 540 nm : 

1. 0

2. 0,212

3. 1,143

4. 2,322

5. 2,627

6. 3,027

Z týchto údajov o koncentrácii a absorbancii roztokov maltózy som zostrojila som kalibračnú krivku viz. príloha č.1

Meranie aktivity:

Substrát som pripravila  zmiešaním 50 ml roztoku škrobu s 30 ml fosfátového pufru  a 10 ml 1% roztoku NaCl. Do desiatich skúmaviek som pipetovala 3,5 ml tochto substrátu. Pať skúmaviek som vložila  na 10 minút do termostatickej lázne s teplotou 37°C. Medzitým som pripravila roztok amylázy rozpustením 2 mg v 20 ml vody. Slepý roztok pre spektrofotometriu som si pripravila tak . že som do jednej skúmavky pipetovala roztoky v tomto poradí: 3,5 ml substrátu; 0,5 ml  2M NaOH a 0,5 ml roztoku amylázy. Táto skúmavka zároveň odpovedala koncentrácii redukčných ekvivalentov v čase t = 0s. Túto skúmavku som tiež temperovala pri 37°C. K vytemperovaným vzorkom som pridala 0,5 ml roztoku amylázy a zahrieva sa súčasne při 37°C a to 1,3,5,10 a 20 minút.  Bohužial nestihla som tieto časy odsledovať presne, preto som musela pokus opakovať s ďaľšími piatimi skúmavkami. Slepý roztok som pripravovala samozrejme znova. Reakciu som  po danom časovom limite ukončila pridaním  0,5 ml 2M roztoku NaOH. Potom som merala absorbanciu pri 540 nm:

Čas [min]
A540

1
0,089

3
0,248

5
0,305

10
0,336

20
0,296

Graf časovej závislosti redukčných ekvivalentov maltózy uvoľnených pri hydrolýze škrobu 

α-amylázou viz. príloha 2. Na grafe možno odčítať aj počiatočnú rýchlosť reakcie. 

Záver: Počiatočná rýchlosť enzýmovej reakcie štiepenia škrobu α-amylázou je 0, 1357 mmol / l * s. Z grafu vidno, že s časom rýchlosť enzýmovej reakcie rastie, ale po dosiahnutí istej hodnoty klesá.

