Zmiany aktywności enzymów hydrolizujących skrobię podczas kiełkowania nasion

Cel ćwiczenia: 

Celem ćwiczenia jest wykazanie względnej różnicy w aktywności amylaz na różnych etapach kiełkowania nasion.

Sprzęt:

Szalki Petriego, cieplarka, żyletki

Odczynniki:

Agar, kleik skrobiowy, płyn Lugola

Wykonanie:

· Przygotowanie szalek Petriego z 0,5 % kleikiem skrobiowym w 2% agarze (1:5).

300 ml wody destylowanej zakwasić kwasem solnym do pH około 5,0. Przygotować kleik skrobiowy: 0,5 g skrobi zalać 10 ml przygotowanej wody destylowanej lekko zakwaszonej i wymieszać. 80 ml wody zakwaszonej zagotować. Do wrzącej wody wlać 10 ml roztworu koloidalnego ze skrobią, a pozostałymi 10 ml przepłukać zlewkę po skrobi. Przygotować 2 % agar: rozpuścić 4 g agaru w 160 ml wody destylowanej lekko zakwaszonej (patrz wyżej) całość podgrzewając. Wlać 40 ml kleiku skrobiowego, wymieszać i rozlać na szalki Petriego. Po zatężeniu agaru zwilżyć jego powierzchnię wodą destylowaną.

· Wykazanie zmian względnej aktywności enzymów hydrolizujących skrobię.

· Przygotować 5 szalek Petriego (jeden zestaw) i wyłożyć kolejno: rozcięte wzdłuż dłuższej osi ziarniaki pszenicy suche, ziarniaki po 24 h imbibicji w wodzie destylowanej, ziarniaki po 48 h imbibicji w wodzie destylowanej i skiełkowane ziarniaki, po 5 sztuk na szalkę. Piątą szalkę pozostawić bez zmian jako kontrolę. 

· Szalki z ziarniakami i szalkę kontrolną inkubować w temperaturze około 30 – 40 ºC przez 1-2 godziny.

· Po zakończeniu inkubacji usunąć ostrożnie połówki ziarniaków pszenicy i zalać powierzchnię szalek rozcieńczonym wodą w stosunku 1:10 płynem Lugola.

· Po około 5 min zlać płyn Lugola z powierzchni szalek i przemyć wodą destylowaną. 

· Porównać stopień odbarwienia podłoża na szalkach z czterech badanych kombinacji oraz z szalki kontrolnej. 
