isérlet, labor

Enzimek vizsgalatara javasolt kisérletek

1. Az enzimhatis kimutatisa

Szilkséges eszk06zOk és anyagok: kémcsovek, cseppentd, fehér csempelap,
vizfurdd, amilaz oldat blizabdl és emberi nyalbol, keményitGoldat, Lugol-oldat,
viz.

Meérjuk ki a kdvetkezd oldatokat harom tiszta megszdmozott kémcsdbe:

oldat\kémcsd 1 2 3
Amilaz blzabél - 3ml -
Amilaz nyalbol - - 3ml
Keményitd 5ml 5ml 5ml
Viz 3ml - -

A kémcsovek tartalmat jol rdzzuk ©ssze és helyezziik egyszerre 40°C-0s
vizflirdobe, amelyben 10 percig hagyjuk. Ekkor mindegyik kémcsd tartalmabol
cseppentsiink fehér csempelapra 1-1 cseppet. Mindegyik csepphez adjunk 1 csepp
Lugol-oldatot. A probat 2-3-szor ismételjik 10 percenként. Ha a proba tartalmaz
keményitdt, a csepp kékre szinezddik.

Jegyezziik fel az észlelteket:
® melyik kémcsG tartalma adta, s melyik nem a jodra jellemzd reakciét?
® melyik kémcsdben negativ a jodra jellemzd reakcié? Mi az oka ennek?
® mennyi idd szikséges, hogy a proba ne adja a jodra jellemzd reakciot. Ez melyik

kémcsdben volt észlelhetd?

2. A hdmérsékletviltozis hatdsa az enzimaktivitisra

Az eszkoz és anyagszikséglet mint eldbbi kisérletnél, jég és hdmérd.

Négy, tiszta megszamozott kémcsbbe egyenként 4 ml amilazoldatot tegylink
(a 4. kémcesot forraljuk fel) és 2 ml keményitdoldatot 6ntsiink hozza, majd egy-
szerre helyezziik a négy kémcsovet a megfeleld hdmérsékletd helyre a kdvetkezdk
szerint;

1. kémcsd jegesvizet tartalmazo fozdpoharba

2. kémcsd szobahBmérsékleten

3. kémcsd 40°C hdmérsékleth vizfiirddbe

4. kémcsObe eldszor a kimért amilazoldatot forraljuk fel, s azutan ontsiik hoz-
z4 a keményitGoldatot

10 perc mulva a kémcsovek tartalmabdl 1-1 cseppet fehér csempére cseppent-
slink, s tegylink hozza 1-1 csepp Lugol-oldatot. 3-4 alkalommal 10 percenként
ismételjik meg a jodreakciot.
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Jegyezziik fel az észlelteket tablazat formaban.

® Melyik elegy nem adta eldszor a keményitd-jod reakciot?

® Mennyi idGre volt sziikség ehhez?

® Hogyan befolyasolta a forral&s az enzim aktivitasat?

® Az észlelt adatokat abrazoljuk grafikusan: vizszintes tengelyen a h&mérsékletet,

flggdleges tengelyen a negativ keményitd jod reakciohoz sziikseges idot rogzitsuk.

A grafikon alapjan értékeljiik, hogy hogyan befolyasolja a kozeg homerséklete

az enzimreakcidk sebességét.

® Minevezhetd az enzimreakcio szempontjabol optimalis hdmérsékletnek?

3. Kozeg kémhatisa (pH) hogyan befolyisolja az enzimaktivitast
Héarom tiszta, megszamozott kémcsdbe mérjuk ki a kdvetkezd oldatokat

oldat/kémcsd 1 2 3
Pufferoldat 2 ml ptt=6 2 ml ptt=7 2 ml ptt=8
Amilaz oldat 2ml 2ml 2ml
Keményitd oldat 1 ml 1ml 1 ml

A kozeg kémhatdsa | enyhén savas semleges enyhén bazikus

Razzuk ossze a kémcsovek tartalmat és helyezziik oket egyszerre 40°C-0s
hdmeérsekletl vizfurddbe. 10 perc mulva fehér csempelapra cseppentsiink mind-
egyik kémcsG tartalmabol 1 cseppet, s adjunk hozza 1 csepp Lugol-oldatot. 10
percenként 3-4-szer ismételjiik meg a probat. Jegyezziik fel az észlelteket. A la-
pott oldatok alapjan készitsetek grafikont az enzimaktivitas valtozasarél a pH
figgvényeként (abcisszan pH, ordonatan az az id6, mely szikséges a negativ
reakciéhoz).

4. A vizsgilt folyamat sebességének viéltozisa az enzimkoncentrécio fligg-
vényeként
Négy tiszta, megszamozott kémcsdbe tegylik a kdvetkezd oldatokat:

oldat/kémcsd 1 2 3 4
Amilaz 0,5 ml 1ml 2ml 4 ml

Viz 3,5 ml 3ml 2ml -
Keményitd 2ml 2ml 2ml 2ml

Razzuk ossze a kémcsovek tartalmat, egyszerre helyezzilk Oket 40°C
homérsékletll vizflirddbe. 10 perc utan fehér csempe lemezen végezzik el a
keményitd-jod reakciot Lugol oldattal, mint az el6zd kisérleteknél.

Az észlelt adatokat jegyezzik fel. Abrazoljuk grafikusan az enzimaktivitas
valtozéasat az enzimkoncentracio és a keményitd lebomlasi ideje fliggvényeként.

5. Enzimek mOkddését befolydsold anyagok

Anyagsziikséglet: mint el6z6 gyakorlatoknal + benzol, 0,9%-0s natrium-klorid
oldat, 1%-o0s rézszulfat oldat

Harom tiszta, megszamozott kémcsBbe tegylik a kdvetkezd oldatmennyisége-
ket
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oldat/kémcsd 1 2 3
Amilaz 2 ml 2ml 2 ml
Keményitd 1ml 1 ml 1 ml
Natrium-klorid 1ml - -
Réz(a)-szulfat 1ml -

Benzol 1ml

JOl rédzzuk 6ssze a kémcsOvek tartalmat, helyezziik dket egyszerre 40°C
hdmérsékletl vizfurddbe. 10 percenként 3-4-szer végezzilk el a keményitd-jod
reakciét, mint az el6z6 gyakorlatoknal.

Jegyezziik fel az észleléseket.
® Melyik anyag nem csokkentette az amilaz aktivitasat?
® Melyik anyag gatolta az amilaz mdkddését?

6. Alkoholos erjedés vizsgélata

Eszkdzok és anyagok: dorzsmozsar, f6zOpohar, kémcsovek, atfart dugo,
gazelvezetd (vegcsO, vizfirdd (esetleg termosztat), hémérd élesztd, 5%-0s
glukdzoldat, 1%-0s borkdsdoldat, 10%-0s NaOH-oldat, Lugol-oldat, frissen
készilt meszesviz.

Dorzsoljlink el 1 g élesztt 5 ml glukdzoldattal mossuk fozdpoharba. A pohar
tartalmahoz ontsiink 1 ml 1%-os borkdsooldatot. Ebbdl az oldatbdl toltsiink 5-5
ml-t két kémcsGbe. Az egyiket vattadugdval zarjuk le, s tegyik 37°C
hdmérsékletl termosztatba, ahol 1 napig tartsuk. A masik kémcsévet gumidugo-
val zarjuk, amely furatiba helyezzilk a gzelvezetd csovet. Ezt a kémcsdvet is
helyezziik 37°C hdmérsékletd vizflirddbe, s a gazelvezetd csb szabad végét merit-
slik meszesvizet tartalmazé poharba. 20-30 percig kdvessiik a valtozasokat.

Az elsd kémcsovet egy nap mulva vegyik ki a termosztatbol, s cseppentsiink
hozza 4 csepp 10%-0s natrium-hidroxid oldatot, majd Lugol oldatbdl annyit, mig
enyhe sarga szinl nem lesz az elegy. A kémcsovet 3-4 percig tartsuk 80-90°C
homérséklet( vizfirddben. Amennyiben az oldat tartalmaz alkoholt, sarga jodo-
form kristalyok vélnak ki. (Amennyiben szabad szemmel nem lathatok a krista-
lyok, nézziik meg mikroszkop alatt két targylemez kdzott 1 csepp oldatbdl.)

atfurt dugo
manomeéter
V alaku pl. perfazora
hasznalt mianyag csd
kémesd
szines
folvadék
levegS gl ikozoldat
élesztovel
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7. Az erjedésnél felszabadul6 hé kimutatésa

Készitsiink termoszkopot kémcsdhdl és szélesebb szaju oldalcsdvel ellatott
edénybdl (szlrdpalack, vagy iskolai készletben gazak eldallitasara szolgalo edény).

Ha lehet készitslink hdrom termoszkdépot. Mindegyiken téltsink 10 ml 10%-
0s glukdzoldatot. A mésodik kémcsd tartalmahoz tegylink 1 g élesztdt, a harma-
dikba 5 g élesztdt. IdGben kovessiik a termoszkopok manométerében a folyadék-
szint allasat.

Magyardzzuk az észlelteket.

A gyakorlathoz sziikséges oldatok elkészitési modja:

Amilaz-oldat:

1. BUz&bol 8-10 csirdzd buzaszemet dorzsmozsarban kevés vizzel zGzzunk
péppé. A keveréket szlrjik le és a szlrletet vizzel higitsuk 100 ml-re.

2. Nyalbdl: szajunkat vizzel 6blitsik ki, majd 10-15 ml vizet vegyiink szajunk-
ba, s par percig tartsuk benne. A nyallal kevert vizet engedjlik poharba, szdrjik le
és higitsuk vizzel 100 ml-re. Mindig frissen készitsik, ne taroljuk.

Lugol-oldat:
1,3 g jodot és 2,5 g KI-t 20 ml desztillalt vizben feloldjuk, majd az oldatot
desztillalt vizzel 100 ml-re higitjuk.

Keményitd oldat:

1 g vizoldhaté keményitdt 0,3 g natrium-kloridot 100 ml meleg desztillalt viz-
ben oldjuk. H{tés utén, ha szikséges, szarjuk. A vizsgalatokhoz frissen készitsiik
az oldatot.

Meszes-viz:

1 g kalcium-hidroxidot, vagy kalcium-oxidot kevés desztillalt vizzel Gsszeke-
verjik, majd 100 ml-re higitjuk. Ulepedés utan szlrjik és a tiszta szlrletet hasz-
naljuk. Az oldatot jol zar6 (vegekben taroljuk, hogy ne kossdn meg CO,-t
levegdbdl.

Az elsG gyakorlatnal leirt munka menetét kévetve végezzik el a keményitd

kimutatasara hasznalt probat.
M. E.
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