Stivelsesnedbrydning med enzymet Termamyl.
af Lene Troest Kjeldsen, Teknisk Gymnasium, Viby.

Baggrund:

Enzymer kan spalte stivelse til glucosemolekyler. Enzymatisk spaltningen af stivelse foregår i fordøjelsen. Enzymer er bredt anvendt i industrielle produkter.

Teknologien anvender enzymer i vaskepulver, hvilket nedbringer temperaturen for tøjvask og samtidig bevarer man effektiviteten. Enzymer indgår blandt andet også i tandpasta.

Teori:

Almen enzymkinetik, og herunder faktorer der har indflydelse på enzymers aktiviteter som: temperatur, pH, enzymkoncentration og substratkoncentration. Desuden omfatter baggrundsteorien viden om tungmetallers betydning for enzymaktiviteten og deres økologiske betydning. 

Envidere at enzymer kan indgå i teknologiske, som eksempel erstatning for LAS i vaskepulver.
Forsøgsbetingelser:
Kun få enzymforsøg kan etableres og kvantitativt evalueres, da det kræver at enzym og substrat reaktionen danner et farvekompleks, der er målbar spektrofotometrisk. 
I forsøget anvendes indikatoren jod-jod-kalium (JJK), der indikerer tilstedeværelsen af stivelse. 

Ved at eksponerer stivelse for enzymet Termamyl spaltes stivelsen til glucose, der visuelt (kvalitativt) kan betragtes som en svagere JJK farve (blåfarvning). Spektralt kan denne reaktion kvantificeres som en ændring i absorbansen (abs.), der måles i nanometer (nm) samt tiden bestemems præcist ved brug af Kolorimeteret..
Således kan enzymers aktivitet indirekte bestemmes af en indikators farve intensitet – her JJK.

Materialer:
Stivelse fra kartoffel af analysekvalitet.

Jod-jod-kalium (JJK)

Termamyl Ultra 300L

Kyvetter

Spektrofotometer

Finpipetter med spidser under 1000uL/Plastpipetter

Spektrofotometer eller Colorimeter (Vernier)

Elkedel med 2 stk laboratorieklemmer
Reagensglas 
Målebæger 100 mL

Håndbog for Fysik og Kemi om indikatorer.
Opgave:
Med udgangspunkt i kendskabet til Michelis-Mentens enzymkinetik skal du etablere forsøg, der tilkendegiver hvilken koncentration af stivelse, der er optimalt som substrat til enzymet termamyl.

Tag udgangspunkt i 1 g. stivelse pr. 100 mL vand som du koger til opløsningen bliver klar. 
Udtag 1 mL af stivelsen på et og tilsæt en kendt mængde (et par dråber) af JJK. Der skal nu gerne komme en blåfarvning. Styrken af farve angiver mængden af stivelse. 

Tilsæt nu 1 mL af enzymet til de resterende 99 mL af stivelsesopløsningen, idet du starter tidtagningen ved at starte programmet. Sørg for let omrøring af opløsningen. Angiv hvorfor omrøringen er vigtig. 
Første gang skal du læse proceduren for kolorimetrets anvendelse, se nedenfor.

Bølgelængden vælges ved at taste på pilen på apparatet.

For hvert 10 sekund skal du aflæse absorbansen. Det vil sige at blandingen skal være hældt i en kyvette og sat i spektrofotometeret indenfor de ca. 10 sekunder. Hvis tidsintervallet er for presset, så vælg 20 sek. For hver bestemmelse af absorbansen. Tiden for hver måling bliver angivet af programmet.
Herefter skal du have et første indtryk af termamyls effekt på stivelse. Ved at vælge forskellige substratkoncentrationer er det nu muligt at få forskellige hældninger af en reaktionsaktivitet som funktion af tiden for hver koncentration af stivelse. De forskellige hældninger danner grundlaget for at beskrive den maksimale hældning for en given substratkoncentration, der således er den minimale substratkoncentration med den maksimale effekt på enzymets aktivitet.
Ved at anvende Michelis-Mentens enzymkinetik kan alle reaktions hastighederne (hældningskoefficienterne på y-aksen) afbildes i en relation med substratkoncentration (på x-aksen)

Når hældningskoefficientens hældning nærmer sig 0 - nærmer vi os den maksimale hældning på y-aksen og den tilsvarende substratkoncentration er den maksimale, det kan svare sig at anvende på nedbrydningen af stivelse.
Ved at anvende et dobbelt reciprokke plot fås en tilnærmet ret linie, hvor skæringen på y-aksen er den reciprokke til den maksimale hastighed reaktionen kan ske med. Hermed fås en beskrivelse af enzymets maksimale aktivitet.

Opstil og analyser resultaterne, der beskriver de optimale egenskaber for Termamyl .

Kolorimeterets anvendelse:
Kolorimeteret tilsluttes via Go’ Link til computerens usb port.

Åben LoggerPro-programmet, og det finder selv hvilken enhed, der er tilsluttet.

Kolorimeteret stilles automatisk op til at måle absorbansen som funktion af tiden. I stedet for tiden kan koncentrationen anvendes, men her skal anvendes en anden kolorimeterfil i LoggerPro. .

Lad kolorimeteret være tilsluttet i ca. 5 min. før kalibrering og dataopsamling.

Kalibrering:
Ved hjælp af piltasterne vælges den ønskede bølgelængde: 430 nm, 470 nm, 565 nm eller 635 nm.

Alle bølgelængder kan afprøves for JJK for at se hvilken bølgelængde, der giver det højeste absorbans.
For at opnå de bedste resultater må den maksimale aborbance ikke overstige 1,0. Hvis det er tilfældet bør stivelsesmængden fortyndes. Den nedre grænse skal være over 0,05.
Kyvettetypen skal blot være polystyren, og de rummer ca. 4 mL. 
Som blindprøve anvendes den vandtype, du anvender i forsøget (dest./dem. vand). Isæt kyvetten så en glat side rammer pilen (hvid trekant), der ses når låget løftes på kolorimeteret.

Absorbansen er tilnærmelsesvis 0. Når lyset blinker er kalibreringen foretaget. 

Dataindsamling:

Aborbansen som funktion af tiden bliver målt præcist, da den sker automatisk.
Programmet starter med at blive aktiveret på den grønne ”clear” øverst til højre på computeren.

Afslut programmet ved at taste på ”Stop”.

Derefter kan du foretage databehandlingen.
