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CZESC TEORETYCZNA

Ziemniak jest obok zb6z jedna z podstawowych roslin wyko-
rzystywanych w zywieniu ludzi i zwierzat. Jest tez waznym
produktem dla przemystu spozywczego (frytki, chipsy, kro-
chmal, alkohol etylowy itp.). Znaczenie spozywcze i paszowe
ziemniaka wiaze sie glownie z duza zawarto$cia skrobi, ktora
w zalezno$ci od gatunku stanowi 15-30% w przeliczeniu na
Swieza mase. Bulwy ziemniaka sg tez dobrym zr6dlem wita-
miny C oraz makro- i mikroelementéw niezbednych dla prawi-
dlowego rozwoju organizmu czlowieka. Popi6l stanowi zwykle
3,8% suchej masy i w przeliczeniu na 100 czeSci popiotu zawie-
ra: K,0 - 60,1, Na,O - 2,9, CaO - 2,6, MgO - 4,9, Fe,O, - 1,1,
P,0, - 16,9, SO, - 6,5, SiO, — 2,0, Cl (w chlorkach nieorganicz-
nych) — 3,0.

Ziarna skrobi w bulwach ziemniaka, tzw. skrobianki, zlokali-
zowane w amyloplastach sg zwykle duzymi pojedynczymi twora-
mi, z wewnetrznym ukladem warstw rozmieszczonych ekscen-
trycznie. Warstwy te powstaja najprawdopodobniej w wyniku
nier6wnomiernego uwodnienia skrobi w poszczegdlnych okre-
sach tworzenia sie skrobianki.

Skrobia jest homoglikanem (C H,,0,), zbudowanym z cza-
steczek a-p-glukozy. W plastydach wystepuje w postaci amy-
lozy, gdzie czasteczki glukozy polaczone sa wigzaniem glikozy-
dowym miedzy atomami 11 4 sgsiadujacych ze soba czasteczek
i amylopektyny, w ktérej Srednio co 12—-20 reszt glukozowych
wystepuje polaczenie typu glikozydowego 1-6, w wyniku czego
amylopektyna ma strukture rozgaleziona. Amyloza zbudowana
jest z kilkuset lub kilku tysiecy reszt glukozowych (najczesciej
300-2000), a amylopektyna z kilku—kilkunastu tysiecy reszt
(najczesciej 1200—6000). Testem réznicujacym formy skrobi jest
test rozpuszezalno$ci w wodzie w temperaturze 70—80°C, w ta-
kich warunkach rozpuszczeniu ulega tylko amyloza. W bulwach
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ziemniaka okolo 34 skrobi wystepuje w formie amylopektyny,
a tylko ¥4 w formie amylozy. Skrobia powstajaca w tkankach
fotosyntetyzujacych rozkladana jest na drodze fosforolizy przy
udziale fosforylazy a-glukanowej, - i a-amylaz oraz czgsteczki
wody. Kluczowym etapem fosforolizy jest reakcja katalizowana
przez fosforylaze a-glukanowa, ktéra odcina od tancucha skro-
biowego reszte glukozy i przylacza do niej fosforan nieorganicz-
ny. Reakcja prowadzi do utworzenia glukozo-1-fosforanu, ktoéry
wchodzi w dalsze przemiany. Jednocze$nie nastepuje skrocenie
tancucha skrobi o 1 czasteczke glukozy.

Wzrost stezenia cukrow redukujacych w czasie przechowy-
wania warzyw i owocow jest jednym z wazniejszych problemow
przemystu spozywezego. Obecna w tkankach roslinnych oksyda-
za polifenolowa katalizuje hydroksylacje monofenoli do o-dife-
noli, ktére z kolei utlenia do 0-chinonéw. o-chinony spontanicz-
nie kondensuja z wieloma innymi zwigzkami, w tym z cukrami
redukujacymi, w wyniku czego tworzg sie wysokoczasteczkowe
polimery, nadajgce tkankom charakterystyczne brazowe za-
barwienie i powodujace obnizenie waloréw wzrokowych oraz
smakowych.

Poniewaz w przemianach skrobi w cukry niskoczasteczkowe
uczestnicza enzymy zlokalizowane w blonach amyloplastow,
wzrost stezenia cukrow redukujacych jest wynikiem zaburzen
struktur komérkowych. Spadek temperatury, w ktorej prze-
chowywane sg bulwy do 0—-2°C, wywoluje wzrost przepusz-
czalno$ci blon komoérkowych, czego efektem jest przesuniecie
réwnowagi w kierunku tworzenia sie cukréw redukujacych.
Przyczynami szybkiego fizjologicznego starzenia sie ziemnia-
ka sag tez wysoka temperatura w czasie dtugotrwatego przecho-
wywania i znaczna dojrzato$¢ bulw, powodujaca duza inten-
sywno$¢ ich kietkowania. Wywoluje to nieodwracalne zmiany
w skladzie lipidowym blon komoérkowych, w wyniku czego
wzrasta ich przepuszczalno$é, powodujac akumulacje cukrow
redukujacych w organie. Jest to zjawisko tzw. stodkoéci starczej
(ang. senescent sweetening).
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CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

Zapoznanie ze zmianami metabolizmu cukréw i biatek organdw spichrzowych

w zaleznosci od warunkdéw ich przechowywania oraz okreslenie ich przydatnosci
uzytkowe;.

Materiat

bulwy ziemniaka jednego gatunku przechowywane w r6znych
warunkach temperaturowych (chtodnia, temperatura pokojo-
wa, 37°C) i o$wietlenia (ciemno$¢, $wiatto) przez okres jednego
itrzech miesiecy

Doswiadczenie |
Oznaczanie aktywnosci a-amylazy

Zasada metody

a-amylaza hydrolizuje skrobie do produktu niedajgcego reakcji
barwnej z jodem. Skrobie, ktéra ulegla hydrolizie, oznacza sie ko-
lorymetrycznie za pomoca reakeji barwnej z jodem.

Odczynniki

a) odczynnik skrobiowy: 0,5 g skrobi, 1g NaCl i 2 g cytrynia-
nu sodu rozpusci¢ w 80 cm® wody destylowanej i zagoto-
wa¢é (2—3 minuty), po ostygnieciu uzupekic do 100 cm?
woda destylowana

b) odczynnik Gramma: 1,67 g KI rozpusci¢ w niewielkiej
ilo$ci wody destylowanej, doda¢ 0,83 g jodu metaliczne-
g0, nastepnie przenie$¢ do kolby miarowej o pojemnoSci
250 cm?® i uzupekic do 250 cm? woda destylowana

Sprzet laboratoryjny

wiréwka, spektrofotometr, kuwety spektrofotometryczne, cieplar-
ka 37°C, probowki szklane chemiczne, probowki wirownicze, pi-
pety (0,1-10 cm?), gaza, szalki Petriego (duze), néz, drobna tarka
do warzyw

161



Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin I

Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie ekstraktu z bulw ziemniaka
Ziemniaki obra¢ (bardzo cienko), optukac pod biezgca
woda i zetrze¢ na tarce. Uzyskana w ten sposo6b pulpe
przesaczy¢ do proboéwek wirowniczych przez poczwor-
ng warstwe gazy. Material odwirowac (5000 x g, 10 min)
w celu usuniecia calych ziaren skrobi. Do dalszych badan
uzywac supernatantu.
2. Oznaczanie aktywnoSci a-amylazy

Oznaczenie przeprowadzi¢ w probowkach chemicznych.
Do 2,5 cm? odczynnika skrobiowego dodac¢ 0,1 cm?® proby
badanej (supernantant) i mieszanine inkubowac 30 minut
w temperaturze 37°C. Natychmiast po zakonczeniu inku-
bacji przeniesé po 0,25 cm?® inkubatu do wezesniej przy-
gotowanych probowek zawierajacych po 9,5 cm?® wody
destylowanej i 0,1 cm® odczynnika Gramma. Obydwa od-
czynniki przed dodaniem inkubatu dobrze wymieszac.
Proba odczynnikowa (kontrola) jest inkubat odczynnika
skrobiowego z woda destylowana zmieszane w identycznej
proporcji jak proby badane i 0,1 cm?® odczynnika Gramma.
Pomiaru absorbancji dokonaé¢ w kuwetach spektrofotome-
trycznych przy dtugosci fali 560 nm wzgledem wody de-
stylowanej w ciggu 5 minut.

Opracowanie wynikow

Do obliczania aktywnosci a-amylazy w jednostkach Wohlgemutha
[j. W.] zastosowaé wzor:

(Abspo - Abspb)

Aktywno$éé [j. W.] = 200
yw [- W] bs X

po

gdzie:

j- W. — jednostka Wohlgemutha, czyli ilo§¢ a-amylazy, ktéra w cza-
sie 30 minut w temperaturze 37°C hydrolizuje 1 mg skrobi,

Abs , — absorbancja proby badanej,

Abs,,, — absorbancja proby odezynnikowej,

200 — stala Wohlgemutha, wspotczynnik przeliczeniowy do uzy-
skania [j. W.].
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Doswiadczenie Il
Oznaczanie stezenia cukréow redukujgcych metodqg Nelsona

Zasada metody

Cukry redukujgce zawarte w probie badanej powoduja w czasie goto-
wania wypadanie z roztworéw zawierajacych miedz dwuwarto$cio-
w3 ceglastego osadu Cu,O. Tlenek miedzi (I) rozpuszcza si¢ w od-
czynniku arseno-molibdenowym, dajac niebieskie zabarwienie.

Odczynniki

a) odczynnik miedziowy I: w 600 cm?® wrzacej wody destylowa-
nej rozpusci¢ 200 g Na,SO,. Oddzielnie w 100 cm?® wody de-
stylowanej rozpuscié¢ 25 g winianu sodowo-potasowego. Oby-
dwa roztwory przenies$c do litrowej kolby, dodac¢ do nich20 g
NaHCO,, 25 g bezwodnego Na,CO, i ostatecznie uzupetni¢ do
1 dm?® woda destylowang. Je§li uzyskany roztwor jest met-
ny, nalezy go przesaczyc¢. Roztwor przechowywac w 37°C

b) odczynnik miedziowy II: 15% roztwér CuSO, x 5H,0 z do-
datkiem 1-2 kropli stgzonego H,SO,

¢) mieszanina odczynnikéw miedziowych Ii IT w stosunku
25:1. Sporzadzi¢ bezposrednio przed uzyciem

d) odczynnik arseno-molibdenowy: w 450 cm?® wody desty-
lowanej rozpusci¢ 25 g molibdenianu amonowego, doda¢
31 cm?® stezonego H,SO,. W 25 cm?® wody destylowanej
rozpusécic 3 g arsenianu sodowego (Na,HAsO, x 7H,0).
Obydwa roztwory zmieszac i inkubowac 24—48 godzin
w temperaturze 37°C (lub ogrzewac przez 25 minut w tem-
peraturze 55°C). Roztwor o z6ltym zabarwieniu przecho-
wywac w ciemnej butelce — odczynnik trwaly

e) 500 mg% roztwor wzorcowy glukozy (wykonac przed roz-
poczeciem oznaczen)

Sprzet laboratoryjny

probowki szklane chemiczne, pipety (0,1-5 cm?®), spektrofotometr,
kuwety spektrofotometryczne

Wykonanie doswiadczenia

Do probéwki dodaé 0,1 cm?® 20-krotnie rozcienczonej proby bada-
nej, 0,4 cm® wody destylowanej i 0,4 cm® odczynnika ¢ (mieszanina
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odczynnikow miedziowych). Zawarto$¢ probowki dokladnie wy-
mieszaé i gotowaé w tazni wodnej przez 20 minut. Po tym czasie
probki schlodzié¢ pod biezaca woda i dodac¢ 0,4 cm?® odczynnika
arseno-molibdenowego oraz 2,8 cm® wody destylowanej. Warto$¢
absorbancji zmierzy¢ w kuwetach spektrofotometrycznych przy
dtugosci fali 660 nm wobec proby kontrolnej wykonanej w ten
sam sposob jak proba badana z uzyciem 0,5 cm?® wody destylowa-
nej. Jednoczeénie z proéba badang wykonaé krzywa kalibracyjna
w zakresie 10—-200 mg% (10, 50, 100, 150 i 200 mg%).

Opracowanie wynikow

Stezenie cukrow redukujacych odezytac z krzywej kalibracyjne;.

UWAGA: Do oznaczenia stezenia glukozy mozna wykorzysta¢ powszechnie
stosowane w laboratoriach analitycznych zestawy odczynnikowe (zgodnie
z metodykq opisang przez producenta).

Doswiadczenie Il
Oznaczanie stezenia biatka metodq biuretowq

Zasada metody

Zawarte w probie badanej biatko wchodzi w reakcje biuretowa ze
skladnikami odczynnika. Odezynnik biuretowy reaguje z wigza-
niami peptydowymi —CO—-NH-, ktore lacza aminokwasy w tan-
cuchu polipeptydowym.

Odczynniki

a) odczynnik biuretowy: 1,5 g CuSO, x 5H,0 i 6 g winianu
sodowo-potasowego rozpusci¢ w 300 cm?® wody destylo-
wanej, nastepnie doda¢ 300 cm®10% NaOH i 2 g KI. Po
dokladnym rozpuszczeniu wszystkich skltadnikoéw uzupel-
nié roztwor woda destylowang do 1000 cm?. Odczynnik
przechowywaé w ciemnej butelce — odczynnik trwatly

b) roztwoér wzorcowy albuminy o stezeniu 10 mg% (wykonac
24 godziny przed uzyciem)
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Sprzet laboratoryjny

probowki szklane, pipety (0,1-5 cm?®), spektrofotometr, kuwety
spektrofotometryczne

Wykonanie doswiadczenia

Do probowki dodaé 0,5 cm?® préby badanej, 0,5 cm?® wody desty-
lowanej i 5 cm® odczynnika biuretowego. Po dokladnym wymie-
szaniu probowki odstawi¢ do ciemnego miejsca na 30 minut. Do-
kladnie po tym czasie zmierzy¢ warto$¢ absorbancji w kuwecie
spektrofotometrycznej przy dtugosci fali 530 nm wobec proby od-
czynnikowej (kontrola) wykonanej identycznie jak proby badane,
ale zawierajacej 1 cm?® wody destylowane;.

Opracowanie wynikow

Warto$c stezenia biatka odczytaé z krzywej wzorcowej wykonanej

dla albuminy w zakresie 1-10 mg% (1, 2, 5, 7110 mg%).
Zinterpretowaé wszystkie uzyskane wyniki dotyczace aktyw-

no$ci a-amylazy, stezenia cukrow redukujacych i biatka.

UWAGA: Do oznaczenia stezenia biatka mozna wykorzystac rowniez
metode Bradford.
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