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1. Введение.

      Система фермент – фактор среды достаточно информативна. С одной стороны, ферменты имеют белковую природу, с другой – они проявляют каталитические свойства. Если протекание реакции поддается визуализации, то фермент становится удобным индикатором для изучения воздействий факторов среды на белковые структуры организма.

       В ответ на воздействие химических факторов происходит инактивация  ферментов. Снижение ферментативной активности - неотъемлемая часть в комплексе ответных реакций организмов на воздействие химических загрязнителей различной природы. Этот факт позволяет рассматривать систему фермент – фактор in vitro как модель экологического эксперимента, а изменения активности фермента интерпретировать как проявление реакции организма на действие химического фактора.

      Цель работы: исследовать воздействие различных факторов среды на белковые структуры организма на примере фермента амилаза.

      Задачи исследования:

-выявить и исследовать действие химических факторов, ингибирующих воздействие амилазы на углеводы;

-сравнить активность амилазы в среде, соответствующей нормальному функционированию живого организма, и в условиях действия химических факторов;

-найти пути сохранения активности ферментов в условиях вредного воздействия факторов окружающей среды.

Объект исследования: фермент слюны амилаза.

Предмет исследования: ферментативная активность амилазы при действии химических факторов.

Гипотеза: возможность использования фермента слюны амилаза как индикатора воздействия химических факторов на белковые структуры.
Методы исследования: аналитический (качественный анализ), сравнительный, физико-химический (растворение, осаждение, фильтрование), работа с химической литературой.
Актуальность проекта. Научно-технический прогресс привёл к нарушению равновесия между обществом и природой, к кризисным явлениям в их взаимодействии. Проявление этого кризиса наблюдается в опасном загрязнении окружающей среды, в деградации биосферы. Нарушение экологического баланса может привести к серьезным последствиям и пагубно сказаться на здоровье человека. Моя работа посвящена изучению условий относительно гармоничного существования человека и  микроорганизмов в окружающей среде.                                  
2. Основная часть.

Подготовка к эксперименту по изучению системы фермент – фактор.
Во всех опытах с амилазой применялись три основных раствора: раствор крахмала, раствор иода и раствор амилазы. (приложение 1)

      Раствор крахмала. Половину чайной ложки пищевого крахмала взбалтывают в небольшом количестве холодной воды и добавляют его в 200 мл воды, доведенной до кипения, хорошо размешивают и охлаждают.

      Раствор иода. Аптечный 5%-ный спиртовой раствор иода разбавляют водой в 20 раз, он приобретает цвет некрепкого чая.

      С полученными растворами необходимо провести качественную реакцию: разводят полученный раствор крахмала водой в соотношении 1:2, добавляют две капли раствора иода. Образуется прозрачный синий раствор. Если интенсивность окраски слишком велика и полученный раствор непрозрачен, необходимо дополнительно разбавить исходный раствор крахмала. Такая проверка нужна для того, чтобы концентрация крахмала в реакционной смеси с ферментом не была слишком высока. В этом случае эффект воздействия фактора на фермент будет проявляться за короткое время (20 мин.).

      Раствор амилазы. Собирают концентрированную слюну (1мл) в пробирку и разбавляют водой до 10мл. Аккуратно перемешивают раствор фермента, не вспенивая, чуть наклонив пробирку и поворачивая  вокруг её оси.

      Изучение воздействия химического фактора на активность амилазы проводилась по схеме: беру две пробирки, делаю на них на равном расстоянии три метки. В пробирку 1 (контрольную) последовательно наливаю до первой метки раствор амилазы, до второй – воду, до третьей – раствор крахмала. В пробирку 2 (опытную) наливаю до первой метки раствор амилазы, до второй – раствор химического соединения (фактора), воздействие которого изучается, до третьей – раствор крахмала. Содержимое пробирок аккуратно перемешиваю. Пробирки оставляю в штативе на 20 мин. при комнатной температуре. По истечении времени в обе пробирки добавляю по две капли раствора иода, растворы перемешиваю, наблюдаю развитие окрашивания. Обозначим эту последовательность операций схемой А.

2.1. Изучение влияния концентрации ионов водорода на активность амилазы.
      Закон оптимума – фундаментальный закон действия экологических факторов на живые организмы. Рассмотрим, как выполняется этот закон, если химический фактор – ионы водорода.

      Ион водорода обладает уникальной способностью оказывать сильное воздействие на биомолекулы. Что приводит к потере ею биологической активности. При этом в ферментах происходят изменения в структуре активного центра, т.е. нарушается необходимая для катализа комплементарность к структуре субстрата и потеря ферментативной активности. (приложение 2)

      Изменение концентрации ионов водорода в окружающей среде может происходить вследствие кислотных дождей. Явление повышения кислотности биосферы губительно прежде всего для тех организмов, внутренняя среда которых изменяется в соответствии с изменениями состава внешней среды (это микроорганизмы, растения, многие гидробионты).

      Организмы высших позвоночных животных способны поддерживать постоянство внутренней среды самостоятельно. рН-оптимум ферментов этих организмов отражает реакцию белков на внутренние изменения концентрации Н+ в органах и тканях, происходящие при различных нарушениях обмена веществ и другим причинам.

      Реактивы и оборудование: растворы амилазы, крахмала и иода, 0,001М растворы хлороводорода и гидроксида натрия; три побирки.

      Ход работы: опыт проводится по схеме А. В первую опытную пробирку наливаю раствор кислоты (химический фактор), а во вторую – раствор щелочи. Через 20 мин раствор во второй пробирке нейтрализую, перенося в него стеклянной палочкой небольшие порции концентрированной кислоты, чтобы исключить взаимодействие иода со щелочью. Затем добавляю иод в соответствии со схемой А.(приложение 3)
      В контрольной пробирке активность амилазы максимальна, а в опытных пробирках активность фермента не проявляется. рН-оптимум амилазы слюны человека составляет 6,8 – 7,0.

      Зависимость ферментативной активности амилазы от рН представляет собой колоколообразную кривую, иллюстрирующую закон оптимума. Полученные результаты соответствуют зоне оптимума (контрольная пробирка) и экстремальным зонам (опытная пробирка) состояния организма (приложение 4).

      2.2. Изучение воздействия ионов металлов на активность амилазы.

      Токсическое воздействие ионов металлов на живые организмы связано с протеканием следующих процессов: вытеснением токсичным ионом необходимого металла из биокомплекса; связыванием с макромолекулами и нарушением их биологической функции; сшиванием биомолекул в агрегаты, вредные для организма; разрушением биологически активных межмолекулярных структур; нарушением в спаривании нуклеотидных оснований – и с ошибками в белковом синтезе. Оценить in vivo вклад каждого из этих компонентов в механизм токсичности трудно, однако можно утверждать, что   его основу составляет взаимодействие ионов металлов с белками, что можно наблюдать в эксперименте.

      Реактивы и оборудование: 0,5 – 1%-ные растворы солей, содержащие катионы металлов р-и d-элементов (соли меди(CuSO4), цинка (ZnSO4), никеля (NiSO4), железа (FeSO4, FeCl3), алюминия (Al2(SO4)3), серебра (AgNO3), растворы крахмала, иода, амилазы; две пробирки.

      Ход работы: опыт проводится по схеме А. Результат опыта, полученный после добавления в каждую пробирку иода, показывает, что в присутствии иона металла активность амилазы отсутствует (раствор синий), что и является подтверждением токсического действия ионов металлов на организм (приложение 5).                                                                                                                                                                  

2.3. Изучение воздействия почвенных вытяжек (водной и слабокислотной) на амилазу.

     Данному опыту предшествует получение почвенных (водной и слабокислотной) вытяжек. 

      Одно из многочисленных следствий выпадения кислотных осадков – растворение под их действием металлов. Переход металлов из связанного состояния в подвижное приводит к повышенному содержанию ионов металлов в почвенных растворах, грунтовых водах, водоёмах. В первую очередь это касается оксида алюминия – компонента глинистых почв, являющегося в естественных условиях нерастворимым соединением и по этой причине биологически безвредным. Растворению подвергаются также оксиды железа – достаточно распространенные почвенные оксиды, а кроме того, многочисленные соединения металлов, внесенные в почву в результате антропогенной деятельности (соединения свинца, ртути, меди и т.д.). Ионы алюминия и d-элементов оказывают сильный токсический эффект практически на все виды живых организмов.

      Реактивы и оборудование: 0,001М раствор азотной кислоты, вода, растворы гидроксида натрия, почва; два химических стакана.

      Ход работы: образец почвы помещаю в стаканы. Одну часть заливаю водой, вторую – 0,001М раствором азотной кислоты так, чтобы объем жидкости превосходил объем почвы приблизительно в два раза, перемешиваю. Время контакта почвы с жидкостями не менее часа, так как дождевая вода может застаиваться на глинистых почвах. Для проведения анализа содержимое стаканов фильтрую, слабокислотную вытяжку нейтрализую, добавляя небольшие количества щелочи, проверяя реакцию среды по индикаторной бумажке. С небольшим количеством каждой вытяжки провожу качественные реакции на ионы Fe3+ и Al3+.(приложение 6)

Fe3+ + 3SCN1- → Fe(SCN)3↓ - кроваво-красное окрашивание;

Al3+ + 3OH- → Al(OH)3↓ - белый студенистый осадок.

      Приступаю к основному опыту.

      Реактивы и оборудование: два раствора – водная и нейтрализованная слабокислотная почвенные вытяжки, растворы крахмала, иода, амилазы; две пробирки.

      Ход работы: опыт проводится по схеме в двух пробирках: в контрольную пробирку в качестве второго раствора добавляю водную вытяжку почвы, в опытную пробирку в качестве химического фактора добавляю нейтрализованную слабокислотную вытяжку. (приложение 7)
      Результат опыта показывает, что амилаза проявляет активность в водной вытяжке и неактивна в нейтрализованной слабокислотной.

2.4. Белки как противоядие для ионов тяжелых металлов.

      Проблема токсического действия ионов металлов на живые организмы неизбежно ставит вопрос: существуют ли вещества, способные противодействовать токсическому эффекту? Действие и противодействие в данном случае заключаются в проявлении одного и того же свойства металлов – способности образовывать комплексные соединения. При этом может происходить сначала частичное, затем более глубокое разрушение пространственной структуры белка, которое по своей сути относится к явлению необратимой денатурации. Именно на этом явлении основано использование молока как противоядия при отравлении тяжелыми металлами.

      Реактивы и оборудование: 0,5 – 1%-ный раствор нитрата свинца, молоко, растворы крахмала, амилазы и иода; три пробирки.

      Ход работы: Растворы наливаю в равных объемах в следующей последовательности: в контрольную пробирку – раствор амилазы, воду, растворы нитрата свинца и крахмала; в первую опытную пробирку – раствор амилазы, растворы соли свинца и крахмала, молоко; во вторую опытную пробирку – раствор амилазы, молоко, растворы соли свинца и крахмала. Содержимое пробирок перемешиваю, через 20 мин добавляю во все пробирки по две капли раствора иода. Во всех пробирках находились ионы свинца, инактивирующие амилазу. Активность амилазы сохранилась только в третьей пробирке, о чем свидетельствует отсутствие синего окрашивания раствора при добавлении иода.(приложение 8)

2.5.  Изучение воздействия формальдегида на активность амилазы.

      В процессе формирования фотохимического смога образуется много агрессивных органических соединений, в том числе формальдегид, который также может образовываться при неполном окислении бензина и накапливаться в воздухе городов как токсический компонент выхлопных газов. Контакт формальдегида со слизистой оболочкой глаз приводит к ухудшению зрения, его вдыхание вызывает раздражение и поражение дыхательных путей. Длительное воздействие формальдегида на организм становится причиной серьезных нарушений функций нервной системы. В основе этих явлений – взаимодействие формальдегида с белками. Аналогично формальдегид влияет и на микроорганизмы, вызывая их гибель. Вот почему это вещество используют при консервации биологических препаратов, обеззараживании медицинских инструментов, помещений, консервировании кормовых смесей, протравливании семян при хранении, в процессе копчения пищевых продуктов и т.д. 

      Реактивы и оборудование: раствор формалина, разбавленный до 5%-ной концентрации, растворы крахмала, иода, амилазы; две пробирки.

      Ход работы: Опыт проводится по схеме А с использованием в качестве химического фактора раствор формальдегида.

      Синее окрашивание раствора в пробирке с формальдегидом свидетельствует об инактивации амилазы.

2.6. Изучение воздействия фенола и его аналогов на активность амилазы.

      Дезинфицирующие свойства фенола были обнаружены в 1865г. шотландским хирургом Джозефом Листером. С тех пор люди стали применять фенол и его гомологи в составе многочисленных дезинфицирующих препаратов, не подозревая, что фенол выполняет важные экологические функции. Например, жуки-плавунцы, чей образ жизни требует отсутствия смачивания их хитинового покрова, выделяют пигидиальными железами секрет, содержащий фенол. Вредные микроорганизмы, которые могли бы сделать покров жука гидрофильным, при этом погибают. Однако токсическое действие фенола на живые системы может быть проверено по его влиянию на активность ферментов.

      Реактивы и оборудование:  растворы фенола, крахмала, иода, амилазы; две пробирки.

      Ход работы: эксперимент проводится по схеме А с применением в качестве химического фактора раствор фенола. Синее окрашивание в опытной пробирке иллюстрирует инактивирующее влияние фенола на ферменты.

      Аналогичный опыт провожу с использованием ацетилсалициловой кислоты, предварительно прокипятив в течение минуты ее раствор для получения салициловой кислоты – производного фенола. Результат опыта аналогичен взаимодействию амилазы с фенолом.(приложение 9)
3. Заключение.

      Результаты эксперимента дают возможность сделать следующие выводы:

1. При выпадении кислотных дождей в период прорастания зерен, когда наблюдается высокий уровень амилазной активности, так как расщепление крахмала является необходимой стадией энергетического обеспечения развития проростка, урожайность резко понизится из-за инактивации фермента.

2. Опыт с ионом Cu2+ объясняет смысл использования медного купороса в сельском хозяйстве при опрыскивании растений, а также в качестве антисептического средства в медицине. Инактивация ферментов, вызываемая им, приводит к гибели микроорганизмов, многих возбудителей заболеваний растений, но по той же причине медный купорос токсичен для человека, поэтому необходимо соблюдать осторожность при работе с ним.

3. Опыт с солью алюминия объясняет, почему не рекомендуется держать кислые пищевые продукты в алюминиевой посуде.

4. Опыт с солями железа объясняет, почему опасно пить «ржавую» воду.

5. Опыт с нитратом серебра объясняет его применение в медицине в качестве бактерицидного препарата (ляпис).

6. Опыт дает понять, что любое экологическое нарушение влечет за собой множество вытекающих одно из другого последствий. Так, кислотные дожди, являющиеся следствием нарушения круговоротов серы и азота, вызывают целый спектр разнохарактерных изменений в природных системах, как непосредственным воздействием ионов водорода, так и опосредованным. В данном опыте видно, как увеличение кислотности почвенного раствора делает его токсичным за счет увеличения содержания ионов металлов.  

7. Использовать молоко как противоядие при действии тяжелых металлов целесообразнее до работы с опасными химическими веществами.

8. Данный опыт подчеркивает противоречие, существующее между принципами функционирования природных систем и человеческой деятельностью. В природе все устроено целесообразно, а человек пренебрегает такой регламентацией. В результате, широко применяемый в промышленности фенол в избытке поступает в природную среду и, отравляя ее, занимает лидирующую позицию в списке наиболее опасных ядохимикатов.

9. Нельзя использовать химические вещества не по назначению, например, ацетилсалициловую кислоту при консервировании овощей: ее действие на белковые структуры не безопасно.

10.  Фермент слюны амилазу целесообразно использовать как индикатор воздействия химических факторов на белковые структуры.
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Приложения.

                                                                                                                                Приложение 1.

Подготовка к эксперименту по изучению системы фермент-фактор.
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                                                                                                                                Приложение 2.

Влияние концентрации ионов водорода на активность амилазы.
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Схема ферментативного катализа.
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Схема инактивации фермента в присутствии ионов водорода.

Приложение 3.
Инактивация амилазы растворами соляной кислоты и гидроксида натрия.
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Приложение 4.
Зависимость ферментативной активности амилазы от рН-фактора.
[image: image7.jpg]AxTHBHOCTH
aAMHJIa3bl
l"’ \\\
’a )
1’/ \\\
II \‘
i “
l” ‘\\
; \
l/ “\
/ “
I’ “
; A
l’ “
ll “
/; B
/
3 .
L ; S pH
7 11 pacTeopa

3
0,001 M HCI 0,001 M NaOH




Приложение 5.
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Воздействие ионов металла на активность амилазы.

[image: image9.jpg]



Приложение 6.

Определение ионов Fe3+ и Al3+ в кислотной почвенной вытяжке.
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Приложение 7.

Воздействие почвенных вытяжек (водной и слабокислотной) на амилазу.
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Приложение 8.

Молоко – противоядие при отравлении ионами тяжёлых металлов.
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Приложение 9.

[image: image16.jpg]


[image: image17.jpg]


Действие фенола и его аналогов (салициловой кислоты) на активность амилазы.
