Forsøg med det stivelsesspaltende enzym amylase

Formål:

Vi ønsker at undersøge nedbrydningen af stivelse ved hjælp af amylase. Nærmere bestemt ønsker vi at …. [fortsæt selv, så det passer til, hvad I helt præcist lavede: undersøge amylasetyper, effekt af temperatur, pH eller substratkoncentration] 
Teori

Stivelse er et kulhydrat opbygget af flere hundrede glukosemolekyler i lange kæder, dvs. et polysakkarid, og det udgør langt størstedelen af kulhydraterne i vores kost. Amylase er et enzym som kan spalte stivelse til maltose, som blot består af to glukosemolekyler. I fordøjelsessystemet starter spaltningen af stivelse allerede i munden hvor spytkirtlerne udskiller spytamylase. Øverst i tyndtarmen tilføres endvidere bugspytamylase fra bugspytkirtlen. 
I dette forsøg påvises spaltningen af stivelse via et farveskift. Det sker ved at tilføre jod-jod-kalium (Lugols væske). Jod er i sig selv gulligt, men det kan binde sig til stivelses​moleky​lerne og farve dem blå. Når stivelsen bliver nedbrudt til mindre enheder, slipper jodato​merne igen, og væskens blålige skær forsvinder. I stedet bliver væsken gullig pga. de frigjorte jod-ioner. Det er dette farveskift og hastigheden heraf som bruges som udtryk for amylaseaktivi​teten og dermed spaltningen af stivelse: 

	                                         Stivelse ( mellemprodukt ( slutprodukt (dekstriner og maltose)
Kulhydratkædelængde:     > 1000          ( 50                       2-10
Farvereaktion:                    blåsort          rød                         gul


Der er 4 faktorer som kan påvirke enzymaktivteten: temperatur, pH, enzymkoncentration og substratkoncentration. Vi vil undersøge nogle af disse faktorers påvirkning af enzymaktiviteten, og vi vil undersøge hvordan de 4 faktorer indvirker på forskellige typer af amylaseenzymer. 
Materialer: 

· 100 mL bægerglas til 0,2 eller 1% stivelsesopløsning, evt. 2 glas 
· Reagensglas med 5 % jod-jod-kaliumopløsning (Lugols reagens). 

· Lille bægerglas til opsamling af spyt (-amylase). 

· 9 reagensglas i stativ 

· 2 engangspipetter 

· rørepind 

· tuscher og evt. malertape  

· et ur (fx på telefonen).

Fælles:
- Varmebade (lav fx 37 °C og 50 °C)
- Isbad (ca. 5 °C)
- Isterninger, elkedler og termometre (til fremstilling af vand med selvvalgt temperatur) 

Fremgangsmåde 

I dette forsøg skal I arbejde med tre-fire amylaser, nemlig:

1. bakteriamylase = AMG 300 L

2. svampeamylase = Fungamyl 800 L
3. varmestabil amylase = Termamyl 
4. menneskeamylase som findes i jeres spyt
Endvidere er der to forklistrede (opvarmede til kogepunkt) stivelsesopløsninger på henholdsvis 0,2 % og 1% kartoffelstivelse.

Forsøget laves åbent, dvs. I tilrettelægger selv jeres forsøgsvariationer efter I har set demonstrationsforsøget. Brug jeres viden fra den skriftlige enzymopgave sidste gang til at få ideer til at variere forsøget, samt jeres viden om fordøjelse af kulhydrat. Husk at formulere hypoteser og husk at skrive ind i skemaet, hvad I putter i de enkelte glas. 
Det er vigtigt at enzymet (amylasen) altid kommer i glasset til sidst og at I starter stopuret fra det øjeblik 

Husk at tage billeder af glassene, når de reaktionerne er færdige. 
Demonstrationsforsøg:

I et reagensglas hældes 5 mL 0,2 % stivelsesopløsning, 6 dråber Lugols væske tilsættes og der omrøres med spatel. Farve noteres. 0,5 mL spyt eller 0,5 mL bakterie/svampeamylase tilsættes, der omrøres og farven iagttages straks og efter 5 og 10 minutter.

Resultater
HJÆLPESKEMA TIL AT HOLDE STYR PÅ JERES FORSØG (udfyld felterne med +/- eller eller andre fakta)

	Glas nr
	1 Kontrol​glas! 
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	5 mL 1% stivelsesopløsning
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	5 mL 0,2 % stivelsesopløsning
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	6 dråber Lugols
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,5 mL AMG 300 L amylase
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,5 mL Fungamyl 800 L amylase
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,5 mL Termamyl amylase
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	0,5 mL spyt med spytamylase (ufortyndet)
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Temperatur (angiv antal grader) 
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	pH
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Startfarve
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Slutfarve
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Tid for farveskift (i minutter) 
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Kommentar


	
	
	
	
	
	
	
	
	


Rapporten: 

Jeres rapport skal indeholde disse overskrifter: 
Formål: skriv videre på vejledningens
Teori: kopier vejledningens

Forsøgsprincip og hypoteser: formuler dem selv. Forsøgsprincippet eller forsøgsideen forklarer hvordan vi med vores forsøgsopstilling kan undersøge det, som vi siger at vi undersøger. Forsøgsideen forbinder teorien med hypoteserne. 
Fremgangsmåde – på fransk! Her skriver I, hvad I faktisk gjorde! Kig i skemaet. Omfang: ca. 1/5 side (SiS-opgave)
Resultater i form af et udfyldt skema og med fotos af slutfarverne 
Diskussion (herunder fejlkilder): fortolkning af resultaterne i lyset af teorien, diskussionen skal knytte an til hypoteserne. Diskussionen er det ALLERVIGTIGSTE i en rapport. 
Konklusion: Hvad fandt I ud af? Konklusionen skal knytte an til formålet.  
Vigtigt: I jeres rapport skal I fokusere på det, som I faktisk har undersøgt, og tilrette rapporten efter det. Hvis I f.eks. ikke har undersøgt, hvordan pH påvirker enzymaktiviteten, skal I ikke skrive om pH i jeres rapport! Osv. 

Ekstra SiS-opgave: 
Når I har skrevet jeres fremgangsmådeafsnit på fransk, skal I bytte med en anden gruppe. Så skal både I og den anden gruppe tegne forsøgsopstillingen ud fra beskrivelsen! 

