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                                                     Введение


Реакции гидролитического расщепления молекул крахмала протекают с участием особых ферментов.


Поступающие в организм человека сложные углеводы пищи имеют иную структуру, чем углеводы человеческого тела. Так полисахариды, составляющие растительный крахмал, - амилоза и  амилопектин – представляют собой линейные или слаборазветвленные полимеры глюкозы, а крахмал человеческого тела – гликоген, - имея в основе те же глюкозные остатки, образует из них иную – сильноразветвленную – полимерную структуру. Поэтому усвоение пищевых олиго– и полисахаридов начинается с их гидролитического расщепления в процессе пищеварения до моносахаридов.

Гидролитическое расщепление углеводов в процессе пищеварения происходит под действием ферментов гликозидаз, расщепляющих 1-4 и 1-6 гликозидные связи в молекулах сложных углеводов.

К гликозидазам относятся амилаза слюны, поджелудочного и кишечного соков, мальтоза слюны и кишечного сока, конечная декстриназа, сахараза и лактаза кишечного сока. Гликозидазы активны в слабощелочной среде и угнетаются в кислой среде. 

Расщепление крахмала (и гликогена) начинается в полости рта под действием амилазы слюны. Слюна – это сложная биологическая жидкость, участвующая в поддержании гомеостаза полости рта. В полости рта находится не чистый секрет слюнных желез, а так называемая смешанная слюна, или ротовая жидкость. Она представляет собой суммарный секрет всех слюнных желез, включает также микрофлору, содержимое десневых карманов, десневую жидкость, лейкоциты, остатки пищевых продуктов.


Слюна содержит белки: амилазу, лизоцим, альбумины, глобулины и муцин. Содержащийся в слюне фермент амилаза может превращать полисахарид крахмал в дисахарид мальтозу.


Содержание амилазы в слюне различно у разных людей; поэтому переваривание слюной одного и того же количества крахмала у разных людей занимает разное время.

Цель работы: исследование фермента слюны амилазы. 

В ходе исследования решаются следующие задачи:

· знакомство с теорией по данной проблеме,

· изучение методики проведения экспериментальных исследований,

· обнаружение ά- амилазы в слюне,

· определение активности амилазы,

· исследование действия на крахмал амилазы человека и животных

Объект исследования: процесс гидролиза крахмала под действием амилазы слюны человека и пчел.

Методы исследования: экспериментальные.

Гипотезы исследования: 

1.Расщепление крахмала начинается в полости рта под действием амилазы слюны.

2.Активность амилазы различна у разных людей.

3.Оптимум действия амилазы находится в пределах нейтральной реакции.

4.ά- и β- амилазы имеют различный характер действия.

Предмет исследования: химия.

Актуальность исследования: поскольку в клинической биохимии идет расширение объектной базы и пристальное внимание обращается на слюну, полученные данные может быть будут иметь перспективы применения в практике в будущем.
Работу планируется продолжить по следующим направлениям: «Изменения активности амилазы слюны в течение дня», «Влияние состава пищи на активность амилазы слюны», «Изучение влияния курения на активность фермента».

1. Литературный обзор
В ходе работы были изучены публикации отечественных авторов по вопросам ферментативного переваривания углеводов. Об амилазе слюны узнали из большого энциклопедического словаря «Химия». [4,5] Методику проведения экспериментальных исследований изучили в книге О.Ольгина «Опыты без взрывов», по статьям в журнале «Химия в школе» №5-2000г., №6-2005г., №8-2006г. О пищеварении в полости рта узнали из учебного пособия  по факультативному курсу  для учащихся IX-X классов «Физиология человека». На наш взгляд, данный круг литературных источников вполне позволяет проводить экспериментальные исследования в школьной химической лаборатории.
2. Материалы и методика
Сбор материала для исследовательской работы провела творческая группа учащихся 11 класса МОУ сош с.Ярославка  в составе Ваганова Михаила и Шадриной Екатерины. В январе 2008 года в школьной химической лаборатории мы исследовали ферменты слюны. 

В работе приведены методики определения ά-амилазы в слюне, активности амилазы по Вольгемуту.[1,2,3]
3. Собственные исследования 
3.1.Обнаружение ά-амилазы в слюне

Реактивы и оборудование: 1%-ный раствор крахмала, слюна, раствор Люголя, пробирки, фильтры, фильтровальные воронки, спиртовка, спички, держатель для пробирок, термостат, пипетки.

Ход работы. 

В 2 пробирки наливаем по 10мл 1%-ного раствора крахмала, в первую добавляем 2мл профильтрованной слюны, во вторую – 2мл профильтрованной и предварительно прокипяченной слюны. Обе пробирки помещаем в термостат при 38-40ºС. Через каждую минуту отбираем из пробирок по 1-2мл жидкости, смесь охлаждаем, добавляем по 1-2 капли раствора Люголя.


Наблюдения. Пробы из одной пробирки сначала имеют синее окрашивание, потом красное, а последующие – желтоватую окраску. Под действие ά-амилазы при гидролитическом распаде крахмала образуются декстрины (С6Н10О5)n разной сложности, которые с иодом дают разное окрашивание (см. схему):




Схема гидролиза крахмала
                              Амилодекстрин → эритродекстрин →  

                                              синее окрашивание           красное окрашивание                    
→ ά-ахродекстрин →  γ-ахродекстрин → мальтодекстрин → мальтоза 
                             не дают   специфического окрашивания, имеют желтоватую окраску

При  добавлении иода в пробы, взятые из 2 пробирки, всегда наблюдается синий цвет раствора.
3.2.Определение активности амилазы по Вольгемуту
Метод основан на определении наименьшего количества амилазы (при максимальном разведении слюны), полностью расщепляющей весь добавленный крахмал.

Амилазная активность слюны выражается объёмом (в мл) 0,1% -ного раствора крахмала, который расщепляет 1 мл неразведенной слюны при температуре 38ºС в течении 30 мин. В норме активность слюны составляет 160-320 единиц.

Данный метод не требует  специальной аппаратуры (ФЭК, спектрофотометр).

Реактивы и оборудование: слюна, дистиллированная вода, 1%-ный раствор крахмала, 1%-ный раствор иода, стеклянная палочка,  10 пробирок, термостат.

Ход работы.

В 10 пробирок наливаем по 1мл воды и в первую из них добавляем 1 мл разведенной в 10 раз слюны. Перемешиваем содержимое этой пробирки и переносим 1 мл смеси во вторую пробирку. Содержимое  второй пробирки также перемешиваем, переносим 1 мл смеси в третью пробирку и продолжаем так до 10-ой пробирки. Из десятой пробирки выливаем 1 мл смеси.


Во все пробирки добавляем по 1 мл воды и по 2 мл 0,1%-ного раствора крахмала, перемешиваем содержимое, встряхиваем пробирки и помещаем их в термостат при 38ºС на 30 мин. После инкубации пробирки охлаждаем холодной водой, добавляем в них по 1 капле 0,1%-ного раствора иода и перемешиваем. Амилаза слюны (КФ 3.2.1.1) катализирует реакцию:

(С6Н10О5)n + nH2O → декстрины → С12Н22О11
При реакции с иодом жидкость в пробирках окрашивается в жёлтый (мальтоза), оранжевый (ахродекстрины), красный (эритродекстрины), фиолетовый (амилодекстрины) и синий (крахмал) цвета.

Полученные данные заносим в таблицу.

	№ пробирки
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Разведение слюны
	1:20
	1:40
	1:80
	1:160
	1:320
	1:640
	1:1280
	1:2560
	1:5120
	1:10240

	Окраска р-ра I2

а) 1 проба
	Светло-желтый


	Желт.

цвет
	Оранж.

цвет
	Инт.-
красн.
	Красн.

-бур.
	Фио-

лет.
	Синий
	Синий

	б) 2 проба
	       Светло - желтый
	Желт.
	Инт.- желт
	Оранж.
	Красн. -бурый
	Фиолет.
	Синий 

	в) 3 проба
	Светло-желтый
	Желт.
	Инт. -желт.
	Оранж.
	Красн. -бурый
	Фиолет.
	Синий 
	Синий 

	г) 4 проба
	              Светло-желтый


	Желт.
	Инт. -желт
	Оранж.
	Красн. -бурый
	Фиолет.


Отмечаем последнюю пробирку с желтой окраской, в которой гидролиз крахмала прошел полностью, и делаем расчеты.

а)слюна курящего человека до обеда – пробирка № 4. В этой пробирке содержится 1/160мл неразведенной слюны.

Составляем пропорцию: 

1/160мл слюны расщепляет 2мл 0,1%-ного  раствора крахмала,
1мл слюны расщепляет Хмл 0,1%-ного раствора крахмала,

Х = 2·1/1/160 = 320


Следовательно, 1мл неразведенной слюны расщепляет за 30мин при 38ºС 320мл 0,1%-ного раствора крахмала. Активность амилазы слюны записываем следующим образом:


А(38ºС/30мин) =320 единиц.

б)слюна некурящего человека до обеда – пробирка № 6. В этой пробирке содержится  1/640мл неразведенной слюны.


1/640мл слюны расщепляет 2мл 0,1-ного раствора крахмала,


1мл слюны расщепляет Хмл 0,1%-ного раствора крахмала


Х=1280, А(38ºС/30мин) =1280 единиц.


в)слюна курящего человека после обеда – пробирка № 5. В этой пробирке содержится 1/320мл неразведенной слюны.
1/320мл слюны расщепляет 2мл 0,1%-ного  раствора крахмала,

1мл слюны расщепляет Хмл 0,1%-ного раствора крахмала,

Х = 640, А(38ºС/30мин) =640 единиц.

г) слюна некурящего человека после обеда – пробирка № 7. В этой пробирке содержится 1/1280мл неразведенной слюны.

1/1280мл слюны расщепляет 2мл 0,1%-ного  раствора крахмала,

1мл слюны расщепляет Хмл 0,1%-ного раствора крахмала,

Х = 2560, А(38ºС/30мин) =2560 единиц.

3.3. Исследование действия на крахмал амилазы человека и животных
Источником амилазы человека будет служить слюна. Амилазы животного происхождения мы найдем в пчелином мёде.
Реактивы и оборудование: слюна, пчелиный мед, вода, жидкий крахмальный клейстер, настойка иода, раствор пищевой соды, уксус, пробирки, пипетки, стеклянные палочки.

Ход работы.

Приготовим 5 растворов. Первый раствор: собираем в пробирку около 0,5 мл слюны и разбавляем холодной кипяченой  водой в 20 раз. Второй раствор: очень жидкий крахмальный клейстер (четверть чайной ложки крахмала на стакан воды). Третий раствор: разбавленная водой в 20 раз аптечная иодная настойка. Четвертый раствор: 2-3 капли пчелиного меда, разведенные водой в 10 раз и тщательно перемешанные. Пятый раствор:  половина чайной ложки пищевой соды на 10 ложек воды.

Для проведения исследования берем 9 пробирок, во все наливаем около 5 мл клейстера. В пробирки 1,4 и 7 прибавляем пипеткой по 5 капель уксуса, а в пробирки 2,5 и 8 – столько же раствора соды. В остальные пробирки прибавляем по 5 капель чистой воды. Содержимое пробирок перемешиваем и в каждую вносим по 10 капель разбавленной слюны. Через 10 мин в пробирки 1,2 и 3 прибавляем 1-2 капли раствора иода и перемешиваем смесь. Наблюдаем за изменением окраски.

Еще через 15 мин прибавляем такую же порцию иода в пробирки 4,5 и 6, а ещё через 10 мин – в остальные пробирки. Крахмал и декстрины дают различную окраску с иодом, и по мере разрушения крахмала амилазой цвет меняется. Так можно судить не только о распаде крахмала, но и о том, какая среда – кислая, нейтральная или щелочная – более благоприятна для этого процесса.

Опыт с пчелиным медом ставим точно так же.

3.4. Ферментативный гидролиз крахмала
Предварительно готовим ферментные препараты ά- и β-амилаз.

Реактивы и оборудование: развивающиеся семена ячменя, дистиллированная вода, уксус, порошок мела, раствор крахмала, раствор иода, ступка, фарфоровый пестик, плотная ткань, стакан, водяная баня, 10 пробирок, пипетка.

Ход работы.

Развивающиеся семена ячменя растираем в ступке, кашицу разбавляем двойным количеством дистиллированной воды и отжимаем через плотную ткань в стакан. Такой экстракт содержит два фермента: альфа-амилазу и бета-амилазу. Дополнительной обработкой можно разрушить один из них, чтобы наблюдать действие другого.

Альфа-амилазу разрушим нагреванием. К одной части экстракта из ячменя добавляем смесь и нагреваем её 20 мин на водяной бане при 70ºС, тщательно перемешивая. Охлажденный раствор содержит бета-амилазу.

Чтобы получить раствор альфа-амилазы, нужно разрушить бета-амилазу кислотой. Около 5мл экстракта охлаждаем до 2-3ºС в холодильнике, прибавляем  неполную чайную ложку охлажденного уксуса и доливаем в пробирку почти доверху холодную воду. Смесь перемешиваем и оставляем на 15-20мин, а затем нейтрализуем раствор, добавляя порошок мела до прекращения выделения пузырьков. Ещё раз размешиваем смесь, разбавляем в 2 раза водой, даем отстояться  и сливаем жидкость над осадком в чистую пробирку. На этом подготовка к опыту закончена.
В 10 пробирок наливаем по 1 мл раствора крахмала и по 9мл воды. В пробирки 1-5 добавляем пипеткой 10 капель раствора альфа-амилазы, в остальные пробирки – столько же раствора бета-амилазы. Содержимое всех пробирок перемешиваем. Через 3 мин в пробирки 1и 6 прибавляем 1 каплю раствора иода и размешиваем. То же проделываем с пробирками 2 и 7 через 5мин, 3 и 8 – через 10мин, 4 и 9 – через 20мин, 5  и 10 – через 30мин.
Наблюдения: под действием альфа-амилазы крахмал расщепляется на декстрины, о чем мы судим по образованию характерной гаммы окрасок: фиолетовой, красно-бурой, красной, оранжевой, желтой. В присутствии ά-амилазы окраска быстро меняется.
В присутствии бета-амилазы декстрины не образуются, во всех пробирках наблюдается синяя окраска, интенсивность которой по мере расщепления крахмала уменьшается. Бета-амилаза как бы «откусывает» кусочки от молекул крахмала.

Результаты этого опыта наглядно показывают разнообразие свойств даже у похожих ферментов.

4. Выводы
На основе выполненной работы можно сделать следующие выводы:

1. Исследуемая слюна содержит альфа-амилазу. При кипячении слюны альфа-амилаза распадается и крахмал не расщепляется.

2. Активность амилазы некурящего человека выше, чем у курящего человека. В слюне заядлых курильщиков амилазы содержится очень мало.
3. Крахмал и декстрины дают различную окраску с иодом, и по мере разрушения крахмала амилазой цвет меняется. Оптимум действия амилазы находится в пределах нейтральной реакции.
4. ά- и β- амилазы имеют различный характер действия. В живых организмах ферменты обычно действуют совместно.  
5.Заключение
Слюна – превосходный объект для биохимического исследования, и притом, в отличие от большинства других объектов животного происхождения, постоянно доступный.

Биохимия – одна из интересных и практически значимых наук. Эксперимент в этом курсе играет роль источника знаний о веществах, входящих в состав живых организмов и их превращениях. Происходящие при этом   превращения намного сложнее тех сравнительно простых реакций, которые мы наблюдали в пробирках. Но познание простого – это первый шаг к познанию сложного.
Исследование самого себя, собственной слюны, вносит дополнительный интерес в данную экспериментальную работу. Действительно, интересно обнаружить, что у тебя в ротовой полости работает биокаталитическая система.

Данные, полученные в ходе эксперимента, можно использовать при изучении некоторых разделов биологии (темы «Пищеварение. Пищеварительные ферменты») и химии («Углеводы. Метаболизм углеводов»).
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