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Starkesynthese - Best.- Nr. 201.3156

Starkesynthese

EINLEITUNG

Ublicherweise wird im Biologieunterricht die Starke-Zersetzung durch Speichel im
Zusammenhang mit verschiedenen Themen behandelt: leider bleiben die Vorstellungen der
Schiler bezlglich des Abbaus von Stoffwechselprodukten (Katabolismus) trotzdem recht
vage.

Ein einfacher Versuch zum Anabolismus kann zudem die erforderlichen Vorstellungen zum
Stoffwechsel vervollstandigen. Dieses Experiment spricht beide energetische
Veréanderungen an.

Katabole Reaktionen sind:

e Hydrolysereaktionen;
e Exo-energetische Reaktionen, also Reaktionen die spontan ablaufen: Bildung von
Stoffen deren potentielle chemische Energie geringer ist.

Anabole Reaktionen sind:

e Synthesereaktionen;

e Endo-energetische Reaktionen, also Reaktionen die nicht spontan ablaufen: zur
Bildung von Stoffen wird eine Energiezufuhr benétigt. Die potentielle chemische
Energie der entstandenen Produkte ist hoher. Die Energiezufuhr wird durch ein
spezialisiertes Molekul gewahrleistet: das ATP.

Schritte der CO,-Synthese aus Starke

Grune Pflanzen bendétigen in der Dunkelphase der Photosynthese CO, als Kohlenstoffquelle
fur die Biosynthese von Glucose. Im Calvin-Zyklus wird fur jedes fixierte CO,-Molekul ein
Molekil Ribulose-1,5-Diphosphat bendtigt. Die Gleichung dieses komplexen Zyklus lasst
sich folgendermalRen aufstellen:
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6 Ribulose-1,5-Diphosphat

6 COy+ 12 NADPH + 12 H" + 18 ATP — CgH 3,06 + 6 HyO + 12 NADP™ + 18 ADP + 18 P;
6 Ribulose-1,5-Diphosphat

Am Ende des Zyklus wird das Ribulose-1,5-Diphosphat-Molekil wieder regeneriert.

Die so entstandene Glucose ist Ausgangsprodukt fir die Kohlenhydratproduktion bei
Pflanzen:

e Saccharose (Transportzucker)
e Zellulose (Strukturpolysaccharid)
e Starke (Speicherpolysaccharid)

[ ]
(Tiere benutzen andere Stoffwechselwege um CO, zu binden und Glucose zu
synthetisieren.)

INHALT

Notwendige Produkte zur Starkesynthese

Glucose: 10g

Glucose-1-P: 1g
Losliche Starke: 10g
Kaliumdihydrogenphosphat : 10g
Lugolsche L6sung: 30 cl

Notwendiges Zubehor
Fir die Makromethode:

Reagenzglaser, 10 Stlick
Platte zum Farben, 5 Stick
Tropfpipette (3 ml), 50 Stiick
Tropfpipette (1 ml), 50 Stiick

Fur die Mikromethode:

Platte zur Mikrotitration, 10 Stiick
Mikropipetten (5-50 pl)
Mikropipetten (50- 200 pl)
Spitzen fur die Mikropipetten, 1000 Stiick
kapillare Mikropipetten, 250 Stiick mit Sauger
= 100l
= 25l
= 10l
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Zusatzliches Zubehor

Préazisionswaage, 0,01 g

Reagenzglaser-Set (6 Reagenzglaser g 12mm)
Messbecher (250 ml)

Trichter @ 75 mm

Filter

Bichner-Trichter

Filter fir den Buchner-Trichter
Wasserstrahlpumpe

VERSUCHSPRINZIP

Es soll versucht werden Glucose-1-P aus Kartoffeln unter Einsatz von Enzymen
herzustellen.

Mittels Jod-Wasser wird die Starkebildung nachgewiesen. Um die Spezifitat der
Enzymreaktion darzustellen, werden die Proben gleichzeitig mit verschiedenen

Vergleichsproben durchgefihrt.

Methoden
Zwei Arbeitsweisen:

» Klassische Methode, bei der Reagenzglaser benutzt werden (Makromethode).
» Kostengiinstige moderne Methode (Mikromethode).

Die Mikromethode ermoglicht beachtliche Ersparnisse (es sind 15 praktische Ubungen zur
Starkesynthese mehr bei gleicher Ausgangsmenge durchfihrbar).

DURCHFUHRUNG
Vorbereitung der Losungen
Makromethode:

0,2%ige Glucoselésung: 0,4 g Glucose werden in 200 ml destilliertem Wasser geldst
Glucose 1P-Losung (0,25 %): 0,25 g werden in 100 ml destilliertem Wasser gelost
Starkel6sung (0,2 %): 0,4 g werden in 200 ml destilliertem Wasser geldst
KH,PO,-Lésung (0,2M): 5,4 g werden in 200 ml destilliertem Wasser gelost

YV VVY

Mikromethode:
Herstellen von 1/15 der gleichen Lésungen im Vergleich zur Makromethode.
Aufteilen der Losungen fir jede Schilergruppe.

Makromethode:
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Reagenzglas: 3 ml Glucosel6sung

Reagenzglas: 3 ml Starkeldsung

Reagenzglas: 3 ml GlucoselP-Lésung

Reagenzglas: 1,5 ml Glucoselésung und 1,5 ml KH,PO,4-Lésung
Reagenzglas: 3 ml KH,PO,4-Ldsung

arwnNpE

Markieren der Reagenzglaser.
Mikromethode:

Mittels einer Mikropipette werden in die erste Spalte einer Mikrotitrationsplatte folgende
Proben gefullt:

Reihe: 200 pl Glucoselésung

Reihe: 200 pl Starkeldsung

Reihe: 200 ul GlucoselP-Ldsung

Reihe: 100 pl Glucoselésung und 100 pl KH,PO,-Loésung
Reihe: 200 ul KH,PO,4-Lésung

aprwN R

Markieren der Reihen.
Vorbereitung des Enzymextrakts

300 his 400 g Kartoffeln schalen, in Stlicke schneiden (so schnell wie méglich). Bei der
Benutzung von Mikrovolumina reicht eine Kartoffel aus.

e in eine Zentrifuge geben

o Auffangen des Safts, filtrieren (feiner Trichter und Filter)

e bei der Benutzung eines Zerkleinerers oder Mixers muss eventuell mit destilliertem
Wasser verdiinnt werden (1/4 bis 1/3 der Masse)

¢ Auffangen des Safts; filtrieren durch den Buchner-Filter

e falls notwendig, missen diese Schritte mehrmals durchgefihrt werden. Dabei muss
darauf geachtet werden, dass keine zerkleinerten Stiicke in das Filtrat gelangen.

Um die Oxidation so gering wie maglich zu halten, darf der Enzymextrakt so wenig wie
moglich mit der Luft in Kontakt kommen. Der Saft verfarbt sich mit der Zeit braun, bleibt aber
ungefahr eine Stunde lang aktiv.

Versuchsdurchfiihrung durch den Schiler

Makromethode:

» Mittels einer Tropf-Pipette werden in jedes Reagenzglas 2 bis 3 ml (je nach der
filtrierten Menge) des Extrakts aus dem Kartoffelsaft gegeben.
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» Jede Minute werden etwa 0,5 ml aus dem Reagenzglas Nr.1 entnommen und auf
eine Vertiefung der Farbeplatte, die bereits einen Tropfen Lugolsche Losung enthélt,
gegeben. Notieren der Zeiten.

> In gleicher Weise mit den Reagenzglasern 2-5 verfahren.

Mikromethode:

» Mittels einer Mikropipette werden in jede Vertiefung der ersten Spalte auf der
Mikrotitrationsplatte 100 pl des Enzym-Extrakts aus dem Kartoffelsaft gefuillt.

» Jede Minute werden 50 pl der Losung aus der Alveole in der ersten Reihe
entnommen und in die Alveolen der gleichen Reihe gegeben, die je 10 pl Lugolsche
Lésung enthalten. Notieren der Zeiten.

> In gleicher Weise mit den Losungen der Reihen 2 bis 5 verfahren.

1 Tropfen Lugolsche Lésung

Vb
PO

Reagenzglas-Nr. 1

Fakultativ: Zum Zeitpunkt t=0 sowie zum Ende des Versuchs kann mit den Inhalten aller
Reagenzglaser ein Test mit Fehling-Reagenz durchgeflihrt werden. Dazu zum Sieden
bringen, bzw. in ein Wasserbad mit kochendem Wasser geben.

20 pl Lugolsche Lésung
zu testende

Lésung l ] | [ j - :
QOO0

Fakultativ: Im Reagenzglas kann ein Test mit Fehlingreagenz (100 pl Flissigkeit mit 100 pl
Fehlingreagenz) durchgefiihrt werden. Zum Sieden bringen bzw. in ein Wasserbad mit
kochendem Wasser geben.
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Anmerkungen
Der Wert der Tests begriindet sich darin, dass:

festgestellt wurde, dass nicht alle Kartoffelsorten gleich reagieren.

bei einer Kartoffelsorte unterschiedliche Ergebnisse festgestellt werden kénnen, je
nach Jahreszeit und Stoffwechsel der Knollen.

die Gewinnung und Verdinnung des Kartoffelextrakts ein wesentlicher Einflussfaktor
darstellt (Erhalt der Qualitéat und Menge des Enzyms).

» ermdglicht wird, Zeiten zu bestimmen, die die Enzymlésungen zur Starkesynthese
bendtigen (Hinweis auf Enzymkonzentration und -aktivitdt mit Lugolscher Losung).

YV VYV

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse werden in einer Tabelle zusammengefasst. Obwohl bei den durchgefiihrten
Experimenten verschiedene Parameter verandert wurden, zeigt der Vergleich der Protokolle,
dass die Starkesynthese nur unter Anwesenheit von Enzymen aus dem Ausgangsstoff
Glucose-1-Phosphat ablaufen kann.

Anmerkungen

e Der Schiiler weil3, dass die Kartoffelknolle Starke enthalt (Speicherort).

Die Frage "Was enthalt der Kartoffelsaft?" wird vermutlich wahrend des Versuchs von
einem Schiler gestellt werden. Es scheint insofern nicht erforderlich zu sein, von
vorneherein die Abwesenheit von Starkekornern in dem Kartoffelextrakt zu
begrinden.

Der Schiiler selbst oder der Lehrer flhrt den einfachen Versuch durch, einige Tropfen
Lugol’scher Losung zu dem Kartoffelsaft-Extrakt hinzuzugeben. Bei richtiger
Durchfuihrung hat der Filter das Durchkommen von Starkekérnern verhindert und die
Lugol’sche Lésung reagiert nicht.

¢ Die Reaktionen zur Sichtbarmachung der Starkesynthese sind reversibel und stabil.
Dies erklart, dass ab Versuchsbeginn eine deutliche Starkesynthese feststellbar ist
und dass die Farbung durch die Lugol sche Lésung immer klarer wird. Amylopektin,
Amylose und andere Starkebestandteile kbnnen identifiziert werden.

e Es ist wichtig die unterschiedlichen Versuchsbeschreibungen zu beachten: Solches
rechtfertigt insbesondere die Nutzung der Mikrotiterplatte oder einer Lochplatte.

e Eine genaue Messung zum Versuch kann mittels eines Colorimeters/ Spektralphoto-
meters (vgl. Conatex-Produkt) erfolgen. Die Entwicklung kann nicht fortlaufend
vonstatten gehen, weil die Lugol’sche Lésung die Reaktion merklich blockiert bzw.
abbremst. Eine Reaktionskurve zur Synthese in Abh&ngigkeit von der Zeit wird
gezeichnet und stellt die Reaktionskinetik des Enzyms dar.

e Fakultativ: Wenn der Saft der Kartoffeln sehr schnell oxidiert, kbnnen wenige Tropfen
Zitronensaure (Anti-Oxidans) zugegeben werden. Es lasst sich fast sofort eine
Farbveranderung feststellen, da die Reaktion der Starke durch die Saure gebremst
wird.

e Zu Beginn des Versuchs erscheinen bei Zugabe Lugolscher Lsung kleine blau-
schwarze Kdrner, die nicht weiter stéren sollen. Sie entwickeln sich aufgrund
mehrerer Ursachen und bleiben wéhrend des Versuchs erhalten. Nur das
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Reagenzglas mit Glucose-1-Phosphat und dem Kartoffelsaft-Extrakt entwickeln sich

deutlich bei der Starkesynthese.
o Wahrend der Extraktion des Kartoffelsafts erleichtert und beschleunigt eine

Zentrifuge den Versuchsablauf.

Anhang

Die Starkesynthese kann folgendermalf3en zusammengefasst werden:

Glucose
ATP
Hexokinase
X ADP+P

Y

Glucose-6-P

Phosphoglucomutase

iw

Glucose-1-P

1
i
zahlreiche Schritte

1

(viele Enzyme)
{
|

v
Starke

Die natirliche Starke besteht aus Amylose und Amylopektin. Amylose besteht aus Ketten mit
ungeféahr 250 — 300 alpha-Einheiten D-Glucopyranose, die mit 1-4-Bindungen verbunden

sind.
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Amylopektin ist ein verzweigtes Molekul. Jede Verzweigung besteht aus 20 bis 24 Glucosid-
Einheiten, die tGber 1-4-Bindungen verbunden sind. Die Verbindungen zwischen den Ketten
sind 1-6-Bindungen. Starke ist das Endprodukt zahlreicher chemischer Reaktionen. Dieser
Versuch erméglicht es, die Bedingungen fir ihre Synthese zu bestimmen.
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