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Введение


Актуальность. Проблема загрязнения окружающей среды является основной в наше время. Каждый день человек страдает от своих же воздействий на окружающую среду. Заводы и фабрики, атомные и тепловые электростанции, промышленные предприятия, все они сливают жидкие химические отходы в реки и озера и выбрасывают огромное количество дыма, а также газов в воздух. Полным ходом идёт вырубка лесов и разработка карьеров, выкачка газа и нефти. Все эти факторы не могли не нанести существенный след на здоровье человека, как следствие, у людей стали чаще встречаться следующие болезни: ишемическая болезнь сердца, инсульт, хроническая обструктивная болезнь легких и рак легких.

Наиболее масштабным и значительным является химическое загрязнение атмосферы. Данная проблема актуальна и для города Чайковский, несмотря на то, что город носит название жемчужины Пермского края. По отчету городского Отдела окружающей среды за 2019 год, основными источниками загрязнения атмосферы г. Чайковский являются 2 электростанции: ОАО «Воткинская ГЭС» и АО «Чайковская ТЭЦ», предприятия химии: ОАО «Уралоргсинтез», предприятия пищевой промышленности: ЗАО «Молоко», ЗАО Агрофирма «Мясо», Чайковский хлебокомбинат и др., предприятия легкой промышленности, котельные. В атмосферный воздух от промышленных источников поступает различное количество химических веществ, в том числе и вещества 1 класса опасности. Основной вклад в выбросы от стационарных источников создают предприятия химической и машиностроительной промышленности, которые выбрасывают в атмосферный воздух в основном такие вещества, как аммиак, диоксид азота, пыль, сернистый ангидрид, серная кислота и сульфаты, оксид углерода, формальдегид, хлорид водорода.
Экспериментальное изучение взаимосвязи понятий «организм – среда – взаимоотношение организма со средой» через «фермент - химическое соединение – химическое взаимодействие» помогло понять сущность экологической проблемы, необходимость изменения принципов взаимодействия человека и природы. Снижение ферментативной активности представляет собой неотъемлемую часть в комплексе ответных реакций организмов на воздействие химических загрязнителей различной природы. Изменения активности фермента будем рассматривать как проявление возможной реакции организма на появление химического фактора.
В данной работе используется модельные опыты по влиянию факторов среды на активность ферментов. В качестве фермент выбран доступный для проведения в школьных условиях фермент, содержащиеся в слюне - амилаза.


Цель - изучение влияния химических факторов загрязнения воздуха на организм человека на примере реакции и активности фермента слюны - амилазы. Задачи: 
· Изучить отчеты городского Отдела окружающей среды Чайковского городского округа и определить основные факторы и вещества загрязнения окружающего воздуха города;
· Освоить методику изучения влияния химических факторов загрязнение воздуха на организм человека на примере реакции фермента слюны – амилазы;
· Исследовать опасное воздействие химических загрязнителей атмосферы на живые организмы на модельном опыте с амилазой слюны;
·  Определить вещества, противодействующие токсическому эффекту и способные сохранить здоровье человека;
· Выявить температурный оптимум фермента.
Работа практически значима и выбор перечисленных загрязнителей не случаен, он основывается на ежегодном отчете Отдела охраны окружающей среды и природопользования администрации Чайковского муниципального района. Используемые загрязнители относятся к 3 и 4 классу опасности (умеренно опасные и малоопасные). Используемые нами опыты рекомендуются для проведения в школьных и вузовских лабораториях.

Методы исследования:
· Моделирование реальной ситуации в лабораторных условиях; визуализация.

· Анализ прочитанной литературы и интернет-источников;
· Опыт; эксперимент; наблюдение;

· Анализ и сравнение полученной информации;
Объект исследования – фермент - амилаза слюны. 
Предмет исследования – свойства фермента, его реакция на загрязняющие вещества атмосферы. 

Гипотеза: предполагаем, что ответом на воздействие химических факторов среды ферменты разрушаются (денатурируют) и происходит их инактивация. В процессе реакций фермента слюны – амилазы с различными загрязнителями можно будет получить визуально различимый результат. По реакции отдельно выбранного фермента делаем вывод об активности ферментов в общем.  
Исследование проходило с использованием материально-технической базы химико-биологической лаборатории НОЦ в период с 10.09-15.11. 2021и было продолжено в аналогичный период в 2022 г. 

Автор данной работы самостоятельно изучила методики проведения опытов по получению и действию загрязнителей на амилазу. Под контролем учителя и лаборанта проводила практическую часть работы. Строго соблюдалась техника безопасности, реакции проводились в вытяжном шкафу (фото 16, 17). Особое внимание было уделено работе с документаций и изучению нормативных актов и приказов Отдела охраны окружающей среды администрации Чайковского ГО, правилам работы в лаборатории. 
Данная работа является результатом прохождения профессиональных проб «ПРОпуск в ПРОфессию» в рамках реализации программы «ПРОфессиональное самоопределение старшеклассников Нового Образовательного Центра (Школа для старшеклассников)». Работа в химико-биологической лаборатории НОЦ и получение первичных навыков лаборанта личностно значима, так в дальнейшем автор планируем поступить в медицинскую Академию и стать врачом. 
Глава 1. Обзор литературы
1.1 Общие понятия о загрязнителях окружающей среды
Загрязняющие вещества – это вещества, которые оказывают отрицательно воздействие на окружающую среду либо непосредственно, либо после химических изменений в атмосфере, либо в сочетании с другими веществами и загрязняющими воздействиями [16].
Виды загрязнения: 
· Естественное (природное), вызванное природными процессами (вулканической деятельностью, выветриванием горных пород, ветровой эрозией, массовым цветением растений, дымом от лесных и степных пожаров);

· Антропогенное, связанное с выбросом различных загрязняющих веществ в процессе деятельности человека. По своим масштабам оно значительно превосходит природное загрязнение атмосферного воздуха.

В зависимости от масштабов распространения выделяют различные типы загрязнения атмосферы:

· Местное, характеризующееся повышенным содержанием загрязняющих веществ на небольших территориях (город, промышленный район, сельскохозяйственная зона и др.);

· Региональное — в сферу негативного воздействия вовлекаются значительные пространства, но не вся планета;
· Глобальное, связанное с изменением состояния атмосферы в целом, приводящее к постепенному накоплению климатических и экологических изменений планетарного масштаба.
Классификация загрязнений атмосферы по агрегатному состоянию
По агрегатному состоянию выбросы вредных веществ в атмосферу классифицируются на:

· газообразные (диоксид серы, оксид азота, оксид углерода, углеводороды);

· жидкие (кислоты, щелочи, растворы солей и др.);

· твердые (канцерогенные вещества, свинец и его соединения, органическая и неорганическая пыль, сажа, смолистые вещества и пр.) [17].
Источники загрязнения воздуха

В настоящее время основными источниками загрязнения атмосферного воздуха являются следующие отрасли: теплоэнергетика (тепловые и атомные электростанции, промышленные и городские котельные и др.), предприятия черной и цветной металлургии, машиностроение, производство стройматериалов, химическая, нефтедобывающая и нефтехимическая промышленность [2].
Главные загрязнители (поллютанты) атмосферного воздуха, образующиеся в процессе производственной и иной деятельности человека, — диоксид серы (SO2), оксид углерода (СО), оксиды азота (NOX) и твердые частицы, на долю которых приходится около 98% в объеме выбросов вредных веществ, и их концентрации наиболее часто превышают допустимые уровни во многих городах РФ. Помимо главных загрязнителей, в атмосфере городов и поселков наблюдается еще более 70 наименований вредных веществ, среди которых — формальдегид, фтористый водород, соединения свинца, аммиак, фенол, бензол, сероуглерод, токсичные летучие растворители (бензины, спирты, эфиры и др.) [8, 9]
Наиболее опасное загрязнение атмосферы — радиоактивное. В настоящее время оно обусловлено в основном глобально распределенными долгоживущими радиоактивными изотопами-продуктами испытания ядерного оружия. Еще одной формой загрязнения атмосферы является локальное избыточное поступление тепла от антропогенных источников. Признаком теплового (термического) загрязнения атмосферы служат так называемые термические зоны («острова тепла») в городах. За последние 10 лет, уровень загрязнения атмосферного воздуха в нашей стране остается высоким, несмотря на значительный спад производства, что связывают с увеличением количества автомобилей [11].
1.2 Понятие ферментов, свойства ферментов
Как сказал И.П. Павлов: «Ферменты есть возбудители всех химических превращений». Ферменты (энзимы) – природные катализаторы, главные рабочие инструменты всего живого. Они отвечают почти за все химические реакции, проходящие в живом существе: обеспечивают энергией и строительными материалами; создают и разрушают сигнальные молекулы, нужные для регуляции жизненных процессов; защищают организм от чужеродных веществ. Ферменты перезаписывают и размножают наследственную информацию, т.е синтезируют ДНК и РНК, участвуют в реализации этой информации – в синтезе самих себя и других беков. 
Ферментативные реакции протекают исключительно в физиологических условиях, т.к. требуются чёткие значения температуры, давления и кислотности среды. Например, фермент желудочного сока пепсин способен функционировать только в кислой среде и при 370 С. 
Все ферменты являются органическими веществами – белками, скорость их действия гораздо выше, чем у неорганических катализаторов. Большое разнообразие ферментов и многообразие реакций, катализируемых ферментами, потребовало проведения их классификации. В настоящее время известно более 3700 ферментов, различающихся по реакциям, которые они катализируют [8].
В 1961 Международный биохимический союз принял единую классификацию ферментов. По строению ферменты бывают простыми и сложными. В первом случае фермент представлен простым белком, а во втором случае в составе фермента обнаруживается дополнительная группа небелковой природы – кофермент (лабильно связан с белковой частью) или простетическая группа [7].
Примерами простых пищеварительных ферментов являются трипсин и химотрипсин; уреаза, каталаза - сложные ферменты. Наряду с общими свойствами, присущими ферментам как белковым телам, биокатализаторы обладают рядом специфических качеств, тоже вытекающих из их белковой природы (таблица 1). Эти качества отличают ферменты от катализаторов обычного типа [15,18].
Таблица 1

Основные свойства ферментов:
	Термолабильность
	Температура воздействует на белковую часть фермента, приводя при слишком высоких значениях к денатурации белка, т.е. снижению каталитической функции, а с другой стороны, оказывает влияние на скорость реакции образования фермент/субстратного комплекса и на все последующие этапы преобразования субстрата, что ведёт к усилению активности катализа. Температура, при которой каталитическая активность фермента максимальна - температурным оптимумом. Для ферментов животного происхождения он лежит между 35 и 40С0. У растений между 50 и 60С0. Есть ферменты с более высоким температурным оптимумом. Например, у папаина (фермент растений, ускоряющий гидролиз белка) он находится при 80С0. В то же время у каталазы (ускоряет распад перекиси водорода до воды и молекулярного кислорода) оптимальная температура действия находится между 0 и 10 С0

	Зависимость активности фермента от значения рН среды
	Активность ферментов состоит в воздействии на её активный центр. При разных значениях рН в реакционной среде активный центр может быть слабее или сильнее ионизирован, больше или меньше экранирован соседними с ним фрагментами полипептидной цепи белковой части фермента и т.д. Кроме того, рН среды влияет на степень ионизации субстрата, ф/с комплекса и продуктов реакции, оказывает большое влияние на состояние ферментного белка, определяя соотношение в нём катионных и анионных центров, а это сказывается на третичной структуре белковой молекулы.

	Специфичность
	Это свойство было открыто ещё в прошлом столетии, когда было ещё сделано наблюдение, что очень близкие по структуре вещества – пространственные изомеры альфа и бета метилглюкозиды – расщепляются по эфирной связи двумя совершенно разными ферментами. Бета – метилглюкозид гидролизуется по эфирной связи ферментом из семян горького миндаля. По образному выражению, нередко употребляемому в биохимической литературе, фермент подходит к субстрату, как ключ к замку. Специфичность ферментов объясняется совпадением пространственной конфигурации субстрата и участка молекулы ферментного белка. Когда совпадение это достаточно точно, может образовываться ф/с комплекс и начаться процесс ферментативного катализа.

	Влияние ингибиторов и активаторов
	К числу активаторов, повышающих активность ферментов, относятся ионы многих металлов и немногочисленная группа анионов. Особенно часто в качестве активаторов выступают ионы цинка, магния, марганца, калия, кобальта, а из анионов – хлора. В одних случаях ионы металлов входят в состав простетической группы фермента, в других облегчают образование ф/с комплекса или же действуют иными путями. Ингибиторы тормозят действие ферментов. Механизм ингибирующего действия: конкурентный и неконкурентный. При конкурентном торможении ингибитор, обладающий структурным сходством с субстратом, соединяется с ферментом, подменяя собой субстрат, конкурируя с ним. Часть фермента расходуется на образование комплекса фермент – ингибитор, количество образующегося ф/с комплекса снижается [19].


1.3 Фермент амилаза
Амилазы – это ферменты, катализирующие гидролиз крахмала, гликогена и родственных им полисахаридов путём расщепления гликозидных связей между 1-м и 4-м атомами углерода. Неочищенный комплекс амилаз, выделенный из солодовой вытяжки французским учёным Пайеном и Ж. Персо (1833) – диастаз, был первым ферментным препаратом. Некоторые амилазы уже получены в кристаллическом виде.
Амилаза слюны. В ротовой полости пища измельчается при пережёвывании, смачиваясь при этом слюной. Слюна – это прозрачная бесцветная жидкость, выделяющаяся в ротовую полость тремя парами крупных слюнных желез (подчелюстные, околоушные, подъязычные) и множеством мелких слюнных желез полости рта. Слюна смачивает полость рта, обеспечивает восприятие вкусовых ощущений, смазывает, склеивает пищу, способствуя глотанию. 
Кроме того, слюна очищает полость рта, обладает бактерицидным действием, предохраняет от повреждения зубы. Под действием ферментов слюны в ротовой волости начинается переваривание углеводов. Слюна обладает рН от 5,6 до 7,6, т.е. имеет слабощелочную реакцию среды. В состав входит вода (99%), муцин (формирует и склеивает пищевой комок), лизоцим (выполняет бактерицидную функцию), ферменты амилаза и мальтоза, которые расщепляют углеводы до олиго- и полисахаридов, а также различные микроэлементы, катионы некоторых металлов, витамины, другие ферменты [3].
В слюне содержится фермент амилаза, а именно α-амилаза (или α-1,4- гликозидаза), расщепляющая в крахмале α-1,4- гликозидные связи (связи в местах разветвлений), поэтому крахмал переваривается лишь частично с образованием крупных фрагментов – декстринов и небольшого количества мальтозы. Следует отметить, что амилаза слюны не гидролизует гликозидные связи в дисахаридах. Действие амилазы слюны прекращается в резко кислой среде содержимого желудка (рН 1,5-2,5). Внутри пищевого комка активность амилазы может некоторое время сохраняться, пока рН не изменится в кислую сторону. Желудочный сок не содержит ферментов, расщепляющих углеводы. В желудочном содержимом возможен лишь незначительный кислотный гидролиз гликозидных связей [4, 12].
1.4 Гидролиз крахмала и качественная реакция на его обнаружение

Крахмал – один из наиболее распространённых запасных полисахаридов растений. Он интенсивно накапливается в результате фотосинтеза и откладывается в семенах, клубнях и других частях растений. При кислотном гидролизе крахмал распадается с образованием D-глюкозы. На основании этого логично считать остатки D-глюкозы структурными элементами молекулы крахмала. Вместе с тем гидролиз в присутствии специфического фермента, ускоряющего гидролитический распад крахмала, приводит к образованию дисахарида мальтозы. Однако её не считают наряду с глюкозой структурной единицей, из остатков которой складывается молекула крахмала. Природный крахмал состоит из двух различных фракций, отличающихся по своему строению и свойствам. Примерно 20% крахмала составляет амилоза (от греч. “amilon” – крахмал). Остальное приходится на вторую фракцию, получившую название амилопектина (от греч. “pectos” – студнеобразный). Указанная терминология отражает некоторые свойства этих двух видов крахмала. Амилопектин с трудом растворяется в горячей воде, причём раствор получается вязкий (крахмальный клейстер) и при охлаждении застывает в студнеобразную массу. Амилоза же хорошо растворима в тёплой воде и не образует клейстера.Обе фракции крахмала дают окрашивание с раствором йода в йодистом калии, однако амилоза окрашивается в чисто синий цвет, а амилопектин – в фиолетовый. Молекулярный вес амилозы и амилопектина различен: у амилозы он составляет от 20 000 до 200 000, а у амилопектина - от 100 000 до 1 000 000. Различна и химическая структура амилозы и амилопектина. Молекулы первой имеют строго линейное строение. Амилопектин же имеет сферические молекулы. Декстринизация крахмала при нагревании сопровождается повышением его растворимости в воде, обработанный так крахмал называют растворимым. Распад молекул крахмала до декстринов интенсивно идёт при нагревании крахмального клейстера с 10% раствором серной кислоты. При дальнейшей обработке молекулярный вес декстринов прогрессивно падает и конечным продуктом распада становится D-глюкоза. Крупномолекулярные декстрины окрашиваются с йодом в красный цвет, низкомолекулярные окраски с йодом не дают. Схема гидролиза: [С6H5O5]n = x[C6H10O5]m = y[C6H10O5]p = nC6H12O6 [14].
Интересные факты. В ротовой полости есть особая альфа-амилаза (птиалин), которая кодируется особым геном AMY2. Каждый человек имеет две копии этого гена (один от отца и один от матери), но число копий гена (AMY1) варьируется от 1-20. Амилаза в поджелудочной железе, которая кодируется другим геном, AMY2, не подверглась такой селекции. Исследователи обнаружили, что среди людей, имеющих лишь несколько копий, до 10 раз чаще встречается избыточный вес. При каждом исключении копии гена, увеличивается риск ожирения на 20%. Чем меньше активность амилазы слюны, тем меньшее количество крахмалов может быть у вас в рационе для поддержания стабильного веса.
 
Оказывает влияние тщательное пережевывание пищи (так как жевание стимулирует работу околоушной железы (основной источник слюнной амилазы)), а также стресс и циркадные ритмы. У тщательного жевания есть много плюсов: от стимулирования местного слизистого иммунитета, здоровья зубов, формирования лицевого скелета у детей, до лучшего насыщения и контроля голода. Быстрая еда приводит к снижению интенсивности жевания. Более того, все больше пищи мы едим измельченное, переработанное, не требующей жевания (котлеты вместо мяса, смузи вместо фруктов, пюре вместо цельных овощей) [21].
Глава 2. Методика и материалы

При проведении исследований были взяты методики Т.Я. Ашихминой «Экологический мониторинг» в учебном пособии для вузов, 2005; А.И. Федоровой и А.Н. Никольской «Практикум по экологии и охране окружающей среды» в учебном пособии для студентов высших учебных заведений, 2003.

Для изучения влияния загрязняющих веществ в лабораторных условиях были проведены модельные опыты с использованием фермента амилазы, взятых в «Биохимическом практикуме: пособие для самостоятельной аудиторной работы студентов, обучающихся по специальности 020400.62 – Биология, профиль Микробиология» авторов Камилова Ф.Х, Ш.Н. Галимова. 
Следуя указанным методикам, во всех опытах с использованием амилазы необходимо приготовить три основных раствора:
Раствор крахмала (фото 2) Половину чайной ложки пищевого крахмала взболтать в небольшом количестве холодной воды и добавить эту смесь в 200 мл воды, довести до кипения, хорошо размешать и охладить.
Раствор йода (фото 2). Аптечный 5%-ный спиртовой раствор йода (йодная настойка) разбавить водой в 20 раз дистиллированной водой, он должен приобрести цвет некрепкого чая. 
С полученными растворами необходимо провести качественную реакцию: развести полученный раствор крахмала водой в соотношении 1:2, добавить две капли раствора йода. 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 (фото 1). Необходимо ополоснуть рот 2-3 раза водой для удаления остатков пищи, набрать в него 10 мл воды, подержать полминуты и собрать полученный раствор в пробирку, доведя до объема 10 мл. Другой способ: собрать концентрированную слюну (0,5—1 мл) в пробирку и разбавить водой до 10 мл. Аккуратно перемешать раствор фермента, не вспенивая (вспенивание может привести к инактивации фермента) [1].
Изучение воздействия химического фактора на активность амилазы необходимо провести опыт по схеме: взять две пробирки, нанести на них на равном расстоянии три метки. В пробирку 1 (контрольную) последовательно налить до первой метки раствор амилазы, до второй — воду, до третьей — раствор крахмала. В пробирку 2 (опытную) налить до первой метки раствор амилазы, до второй — раствор химического соединения (фактора), воздействие которого изучаем, до третьей — раствор крахмала. Содержимое пробирок аккуратно перемешать. Пробирки оставить в штативе на 20 мин при комнатной температуре. По истечении времени в обе пробирки добавить по две капли раствора йода, растворы перемешать, пронаблюдать развитие окрашивания. Обозначить последовательность операций схемой А и применить это обозначение, не повторяя описание [6, 10].
2.1 Изучение влияния концентрации ионов водорода на активность амилазы
Реактивы и оборудование: растворы амилазы, крахмала, йода, 0,001 М растворы хлороводорода (лимонная кислота, уксусная кислота) и гидроксида натрия; три пробирки.
В контрольную и две опытные пробирки наливают растворы по схеме А. В первую опытную пробирку наливают раствор кислоты (химический фактор), а во вторую — раствор щелочи. Через 20 мин раствор во второй пробирке нейтрализуют, перенося в него стеклянной палочкой небольшие порции концентрированной кислоты, чтобы исключить взаимодействие йода со щелочью. Затем добавляют йод. 
2.2 Изучение воздействия ионов металлов на активность амилазы

Реактивы и оборудование: 0,5-1 %-ные растворы солей, содержащие катионы металлов р - и d-элементов. Возможно использовать: соли железа (FeCl2, FeCl3), меди (CuSO4), цинка (ZnCl2), никеля (NiCl2), марганца (МпС12), алюминия (A12(SO4)3), серебра (AgNO3), хрома (CrCl3, олова (SnCl2), свинца Pb(NO3)2, растворы крахмала, йода, амилазы; две пробирки.
2.3 Белки как противоядие для ионов тяжёлых металлов

Реактивы и оборудование: 0,5-1% раствор соли свинца, молоко, раствор крахмала, амилазы и йода; две пробирки.

Растворы наливаем в равных объёмах в следующей последовательности: в контрольную пробирку- раствор амилазы, воду, растворы соли свинца и крахмала; в опытную пробирку – раствор амилазы, молоко, раствор соли свинца и крахмал. Содержимое пробирок аккуратно перемешиваем, через 20 минут добавляем в обе пробирки по две капли раствора йода. В обеих пробирках находились ионы свинца, инактивирующие амилазу, в присутствии молока активность амилазы сохранилась, о чём свидетельствует отсутствие синего окрашивания раствора при добавлении йода.
2.4 Изучение воздействия формалина на активность амилазы
Реактивы и оборудование: 37%-ный раствор формальдегида или формалин, который необходимо разбавить до 1-5%-ной концентрации, растворы крахмала, йода, амилазы; две пробирки.
Опыт проводим по схеме А, используя в качестве химического фактора раствор формальдегида.
2.5 Изучение воздействия спирта на активность амилазы
Реактивы и оборудование: пробирки (2шт), пипетка, 1% р-р крахмала, 0,125% р-р йода, р-р слюны. Описание методики: В обе пробирки добавляем по 2 мл 1% р-ра крахмала и по 2 мл раствора слюны. В первую пробирку добавим 1 каплю этилового спирта, а во вторую 1 каплю воды. Встряхиваем, ждем около 10 минут, чтобы реакция окончательно завершилась. После чего в обе пробирки добавляем пару капель раствора йода. В первой пробирке цвет должен измениться на синий, во второй – на желтоватый.
2.6 Изучение воздействия антибиотика на активность фермента 
Реактивы и оборудование: пробирки (2шт), пипетка, 1% р-р
крахмала, 0,125% раствор йода, раствор слюны, антибиотик «Метронидазол» (или любой другой). 
Описание методики: В обе пробирки добавляем по 2 мл 1% р-ра крахмала и по 2 мл р‑ра слюны. В первую пробирку добавляем 1 каплю антибиотика. Во вторую пробирку добавляем 1 каплю воды. Встряхиваем, ждем около 10 минут, чтобы реакция окончательно завершилась. После чего в обе пробирки добавляем пару капель раствора йода. В пробирке с антибиотиком цвет раствора должен стать синим, а во второй пробирке - желтоватым. 
2.7 Влияние температуры на скорость ферментативной реакции
Реактивы и оборудование: пробирки (8 шт), пипетка, 0,5% р-р крахмала, 0,1% р-р йода, р-р слюны, термощуп, термостат (или водяная баня), лед, вода.
Описание методики: Берут 4 пробирки, наливают в них по 10 капель 0.5%-ного раствора крахмала (субстрата).
Первую пробирку ставят в снег (лед), вторую оставляют при комнатной температуре (15-20оС), третью ставят в термостат при температуре 45оС, четвертую - на водяной бане при температуре 75оС.В 4 другие пробирки наливают по 10 капель дистиллированной воды и по 1 капле 0.1%-ного раствора йода. Через 5 минут в пробирки с крахмалом добавляют по 10 капель слюны, разведенной в 10 раз (1 капля слюны и 9 капель воды), хорошо перемешивают и оставляют при той же температуре (0, 15-20, 45 и 75оС).
Через 5 минут после того, как в пробирки добавили слюну, из каждой из них берут по 1-2 капле жидкости и вносят в заготовленные пробирки с йодом. Если во всех пробирках жидкость окрашивается в синий цвет, реакцию повторяют через 5 минут со вновь приготовленными пробирками с йодом, а затем повторяют еще через 5 минут.

В работе важно уловить нужный момент для йодной пробы, так как при длительном гидролизе полное расщепление крахмала может произойти и при низких температурах опыта. Результаты опыта записывают в таблицу 1 и делают выводы [20].
Глава 3. Результаты исследований и их интерпретация

Амилаза слюны является катализатором при расщеплении крахмала. Разрушение молекул крахмала происходит с образованием сначала крупных осколков-декстринов, затем по пути дальнейшего их дробления с образованием конечного продукта — дисахарида мальтозы. Таким образом, уменьшение количества крахмала является признаком протекания ферментативной реакции. В свою очередь, его можно легко определить с помощью качественной реакции на крахмал, проводимой с использованием йода.
Интерпретация результатов окрашивания. 
Характер окрашивания реакционной смеси (крахмал + амилаза + химический фактор) после добавления йода позволяет сделать вывод об активности фермента в присутствии изучаемого фактора. Если окраска отсутствует, то крахмал подвергся расщеплению, амилаза активна; 
· красно-бурая окраска — произошло частичное расщепление крахмала, активность амилазы снижена; 
· синяя окраска — крахмал не подвергся гидролизу, амилаза не активна. 
Фермент амилаза слюны расщепляет крахмал с образованием промежуточных продуктов – декстринов, а затем до мальтозы и глюкозы.

Для исследования мы взяли следующие химические факторы:
1. Ионы водорода, кислоты – модельный опыт действия кислотных осадков.
2. Ионы тяжелых металлов – модельный опыт действия тяжелых металлов выхлопных газов автотранспорта.
3. Формальдегид – часть выбросов городских предприятий и смогов.
4. Этиловый спирт – воздействие алкогольных напитков на организм человека.

5. Метронидазол – воздействие антибиотиков на организм.

6. Температура – фактор воздействия на активность и на возможность замедления ферментативной реакции.
3.1 Изучение влияния концентрации ионов водорода на активность амилазы
Первый проводимый опыт по изменению концентрации ионов водорода является моделью действия рН среды на активность ферментов. 
Опыт был проведен согласно 2.1 главы «Методика» (фото 1,2). После добавления йода мы можем заметить, что в контрольной пробирке цвет не поменялся, а в двух других, где находились растворы с добавлением щелочи (NaOH) и кислоты (H2SO4), цвет изменился и стал темно-синий (фото 3,4). Это свидетельствует о том, что фермент слюны разрушился при взаимодействии с растворами гидроксида натрия и серной кислоты.
В контроле активность амилазы максимальна, а в опытных пробирках активность фермента не проявляется. Диапазон значений рН, при которых активность фермента амилазы слюны человека максимальна, составляет 6,8-7,0.
Зависимость ферментативной активности амилазы от рН представляет собой колоколообразную кривую, иллюстрирующую закон оптимума. Полученные в первом опыте результаты соответствуют зоне оптимума (контрольная пробирка) и экстремальным зонам (опытная пробирка) состояния организма.
Зависимость ферментативной активности амилазы от рН
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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). Находящийся в атмосфере оксиды серы (SOn) при соединении с парами воды образуют кислоты, которые впоследствии выпадают на поверхность Земли в виде кислотных дождей. Очень опасны выбросы фтороводорода (производство алюминия, стекольное производство), который хорошо растворяется в воде, что приводит к появлению в атмосфере аэрозолей плавиковой кислоты. При вдыхании кислотных частиц с пылью, содержащей тяжёлые металлы, возможно появление раковых опухолей. Когда люди вдыхают туман, содержащий капельки кислоты, это вызывает у них аллергию и бронхит.

Ион водорода Н+ обладает несравнимой с другими катионами способностью взаимодействовать с центрами повышенной электронной плотности и оказывать сильное воздействие на биомолекулы. Белки и ферменты проявляют биологическую активность при определенной пространственной структуре, в формировании которой участвуют различные типы взаимодействий, в том числе ионные взаимодействия и водородные связи между различными компонентами полипептидной цепи.

Изменение концентрации ионов водорода в среде приводит к разрушению водородных связей и изменению зарядов боковых радикалов аминокислот. Например, при увеличении концентрации Н+ может происходить:
нейтрализация отрицательного заряда на белке
            белок—СОО - + Н+ — белок—СООН, 
образование положительного заряда 
белок—NH2 + Н+ — белок—NH3+, 
а при уменьшении концентрации Н+: 
возникновение отрицательного заряда

белок—СООН ------ белок—СОО - + Н+
исчезновение положительного заряда 
белок—NH3+ ----- белок—NH2 + Н+. 
Эти процессы изменяют характер взаимодействия между участками полипептидной цепи, приводят к разворачиванию молекулы и 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 [5, 13].
3.2. Влияние ионов металлов на активность амилазы
Для проведения данного опыта были взяты сульфат меди CuSO4. В контрольной пробе – амилаза. По окончании опыта отмечено, что цвет в контрольной пробирке не изменился (фото 5,6). Такие результаты мы объясняем тем, что амилаза катализирует гидролиз крахмала до дисахарида мальтозы. В опытной пробирке мы наблюдаем изменение цвета раствора, что свидетельствует о том, что активность амилазы была подавлена за счет ее вступления в реакцию с сульфатом меди. В опытной пробирке крахмал не расщепился, из-за чего и вступил в качественную реакцию с йодом.
Токсическое действие 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 (например, разрушение четвертичной структуры ферментов и других белков); нарушением в спаривании нуклеотидных оснований — и с ошибками в белковом синтезе. Можно утверждать, что его основу составляет взаимодействие ионов металлов с белками, что мы и можем наблюдать в эксперименте.
Результат опыта, полученный после добавления в каждую пробирку йода, показывает, что в присутствии иона металла активность амилазы отсутствует (раствор синий), что и является подтверждением токсического действия ионов металлов на организм. Чем выше концентрация ионов металлов, тем интенсивнее окраска раствора после внесения йода.
Например, опыт с ионом меди объясняет смысл использования медного купороса в сельском хозяйстве, на садовом участке при опрыскивании растений, а также в качестве антисептического средства в медицине. Инактивация ферментов, вызываемая им, приводит к гибели микроорганизмов, многих возбудителей заболеваний растений.

3.3. Результаты использования молока как противоядия для ионов тяжёлых металлов 

Опыт является модельным по изучению влияния тяжелых металлов, содержащихся в выхлопных газах автотранспорта, на организм человека. Для этого была изучена активность амилазы в растворе нитрата свинца Pb(NO3)2. Опыты проводились в вытяжном шкафу с соблюдением техники безопасности (фото 7).
В ходе опыта мы можем заметить, что после добавления йода цвет в опытной пробирке с Pb(NO3)2 окрасился в синий цвет, что свидетельствовало об инактивации амилазы. Но если одновременно влить в опытную пробирку и йод и молоко, то цвет раствора не изменится (фото 8,9,10). Мы объясняем тем, что молоко является противоядием для ионов тяжелых металлов. В контрольной пробирке цвет не изменился, т.к. в ходе реакции фермент слюны выступил катализатором гидролиза крахмала.
Научные факты. В организм через органы дыхания поступает примерно 50% соединений свинца, содержащегося в выхлопных газах. При вдыхании в течение 8 часов паров бензина возникают головные боли, кашель, неприятное ощущение в горле. Под действием свинца нарушается синтез гемоглобина, возникает заболевание дыхательных путей, мочеполовых органов, нервной системы. В крупных городах содержание свинца в атмосфере достигает 5-38 мг/м, что превышает естественный фон в 10 000 раз. Противоядием для ионов тяжёлых металлов является молоко. Это легко подтверждается опытом. Молоко сохраняет активность амилазы.
3.4 Результаты взаимодействия амилазы с формальдегидом
Данный опыт является модельным по изучению влияния загрязняющих веществ городских фотохимических смогов.
В качестве такого возможного компонента был выбран формалин (фото 11). Цвет в опытной пробирке приобрел синюю окраску, что свидетельствует об инактивации амилазы под действием формальдегида (фото 12).
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 фор​мальдегида 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. Формальдегид способен химически модифицировать белок и нарушать его пространственную структуру.  
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.
3.5 Результаты взаимодействия амилазы слюны со спиртом
Данный опыт является модельным по изучению влияния этилового спирта, содержащегося в алкогольных напитках, на организм человека. Для этого была изучена активность амилазы в присутствии этилового спирта. 

В ходе опыта мы можем заметить, что в пробирке, где присутствовал этиловый спирт, раствор остаётся синим, а во второй он окрашивается в жёлтый.

Вывод: цвет в первой пробирке говорит нам о том, что расщепления крахмала не произошло, следовательно, спирт негативно влияет на активность

Амилазы (фото 13,14). Пищеварение в ротовой полости у таких людей не происходит. Доказанный факт, что у выпивающих людей много сопутствующих заболеваний желудочно-кишечного тракта. 
Алкоголь и здоровье человека — не совместимые вещи.
Этиловый спирт – это ядовитое наркотическое вещество. В алкоголе содержатся следующие ядовитые примеси: эфиры, альдегиды сивушные масла, свободные кислоты. Спиртные напитки у всех клеток тела отнимают воду, с которыми он соприкасается. Спирт поступает в кровь и человек начинает пьянеть. Слизистой желудка всасывается примерно 90% принятого внутрь алкоголя. Алкоголь разрушает центральную нервную систему. Он изменяет функцию нервных клеток, проникая внутрь их. Каждый второй больной алкоголизмом имеет пораженную сердечно–сосудистую систему. Также алкоголь поражает поджелудочную железу, влияет на печень, желудок, пищевод. Сильнее всего от алкоголя страдает человеческий мозг. Алкоголь склеивает эритроциты в крови, что приводит к образованию тромбов. 
3.6. Результаты воздействия антибиотика на фермент амилазу
Данный опыт является модельным по изучению влияния антибиотиков на организм человека. Для этого было изучено воздействие антибиотика «Метронидазола» на активность амилазы. 
В пробирке, где есть антибиотик, остаётся синий цвет, в пробирке, где вместо антибиотика вода, раствор окрашивается в жёлтый цвет (фото 15,16).
Вывод: Синий цвет говорит нам о том, что антибиотик угнетающе повлиял на активность амилазы и помешал ей расщепить крахмал.
Воздействие антибиотиков проявляется не только во вмешательстве в жизнедеятельность болезнетворных микробов, но и в тотальном устранении полезной микрофлоры, в первую очередь кишечника, основополагающей для поддержания иммунной системы. Особенно сложными последствиями специалисты считают раздражение слизистой оболочки желудка и кишечника, сложное нарушение баланса микрофлоры желудочно-кишечного тракта, нарушение работы почек, печени и желчного пузыря, выраженные аллергической реакцией, расстройство нервной системы, проявляющееся в вестибулярных нарушениях. Поэтому назначение и использование антибиотиков в терапии должно происходить под контролем врача. Многие антибиотики рекомендуются принимать в виде инъекций, минуя желудочно-кишечный тракт, где много ферментов, меняющих лечебные свойства медицинских препаратов.  
Демонстрация результатов данного опыта наглядно доказывает не только позитивное влияние антибиотиков на организм человека, но и негативное. Это актуально в связи с распространением коронавирусной инфекции, когда некоторые больные занимающиеся самолечением, начинают без предписаний врачей начинают принимать антибактериальные препараты
3.7. Результаты воздействия температуры на фермент амилазу
Для определения степени активности амилазы при разных температурах, наблюдали за гидролизом крахмала при температурах - 4C 0, +15-20 C 0, +45C 0, +75 C 0. Результаты фиксировались через каждые 5 мин., в течение 20 минут. Различная окраска при реакции с йодом, а, следовательно, разная степень гидролиза крахмала обусловлена разной скоростью ферментативного катализа при разных температурных условия. Это наглядно демонстрируют фото таблицы 2. 
Температура, при которой активность фермента максимальная, называется температурным оптимумом фермента. В нашем исследовании температурный оптимум амилазы зафиксирован при +45 C0 (фото 21). Эти данные не противоречат литературным данным (+40-50 C 0). 
Минимальная активность отмечена при температурах - 4C 0 (фото 19), что объясняется замедлением ферментативных реакций.
Эти данные подтверждают советы врачей об уменьшении количества «перекусов» и важности употреблении жидкой горячей пищи, что благоприятно сказывается на активности пищеварительных ферментов и процесса метаболизма организма в целом. 
Заключение
В результате исследования гипотеза о том, что различные вещества влияют на активность фермента амилазы, подтвердилась. Ответом на воздействие химических факторов среды фермент разрушался (денатурировал) и происходила его инактивация. В процессе реакций фермента слюны – амилазы с различными загрязнителями мы получили визуально различимый результат, так как амилаза слюны является катализатором при расщеплении крахмала.  В исследовании использовали качественные реакции на крахмал йодом. По реакции отдельно выбранного фермента можно будет сделать вывод об активности ферментов в общем.  
В ходе этой работы было изучено 15 литературных источников по данной проблеме; выбрана и освоена методика определения активности фермента амилазы. На основе экспериментов можно сделать следующие выводы: 
1. Амилаза работает в слабощелочной среде ротовой полости, ее активность подавляется под действием растворов кислот и щелочей; 
2. За счет воздействия солей тяжелых металлов (нитрат свинца) происходит инактивация фермента слюны – амилазы;
3. Молоко является противоядием для ионов тяжелых металлов и препятствует разрушению фермента;
4. Амилаза разрушается в процессе реакции с формальдегидом.
5. Происходит денатурация амилазы при добавлении этилового спирта, что наглядно доказывает негативное влияние алкоголя на процессы пищеварения в частности и всего организма в целом;
6. При добавлении метронидазола амилаза инактивна. Опыт демонстрирует неоднозначное действие антибиотиков на организм и доказывает опасность самолечения, что актуально в условиях пандемии и распространении КОВИД – инфекции. Врачи рекомендуют применять антибиотики в виде инъекций.
7. Температурный оптимум фермента амилазы+45 C0.. Этот факт важно учитывать при употреблении горячей пищи, о сокращении сухой и неподогретой пищи. 
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Приложение 1
«Фотоматериалы, демонстрирующие этапы проведения исследования»

(фото автора Барановой Полины, 2021)
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	Фото 1. Пробирки с готовыми растворами амилазы
	       Фото 2. Растворы йода и крахмала
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	Фото 3. Подготовка пробирок для проведения опыта 1:

1 пробирка -контроль, 2 пробирка - кислая среда, 3 пробирка - щелочная среда
	Фото 4. Результаты опыта 1. Влияние рН среды на активность амилазы. Синее окрашивание раствора свидетельствует о разрушении амилазы
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	Фото 5. Пробирки для опыта 2: 

1пробирка- раствор амилазы

2 пробирка амилаза+сульфат меди 
	Фото 6. Результаты опыта 2:

1 пробирка: Контроль – бесцветный раствор свидетельствует об активности амилазы, 

2 пробирка: темно-синее окрашивание –инактивация амилазы
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	Фото 7. Проведение опытов в вытяжном шкафу с соблюдением ТБ
	Фото 8. Подготовка растворов для опыта 3: пробирка 1 контроль; пробирка 2: раствор нитрата свинца
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	Фото 9. Демонстрация результатов добавления нитрата свинца: 1 пробирка: Контроль, амилаза активна; 2 пробирка-добавлен нитрат свинца, амилаза инактивна
	Фото 10. Добавление молока нейтрализует действие нитрата свинца (опытная пробирка) раствор не посинел, амилаза активна.
Контрольная пробирка: добавлен только нитрат свинца
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	Фото 11. Подготовка растворов для проведения опытов влияния формалина на амилазу
	Фото 12. Демонстрация результатов действия формалина на амилазу: 1 пробирка: Контроль, амилаза активна 2 пробирка – с формалином, синее окрашивание свидетельствует о денатурации амилазы
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	Фото 13. Подготовка растворов для проведения опытов со спиртом
	Фото 14. Результаты опыта, демонстрирующие влияние спирта на амилазу: 1 пробирка со спиртом амилаза неактивна, 

2 пробирка – желтый цвет свидетельствует об активности амилазы (контроль)
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	Фото 15. Подготовка растворов для проведения опытов воздействия антибиотика –метронидазола- на амилазу
	Фото 16. Результаты опыта, демонстрирующие влияние метронидазола на амилазу: 1 пробирка с антибиотиком, амилаза неактивна, 

2 пробирка – желтый цвет свидетельствует об активности амилазы (контроль)
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	Фото 17. Проведение опытов в вытяжном шкафу.
	Фото 18. Проведение опытов в вытяжном
 шкафу.


Приложение 2
«Фотоматериалы демонстрирующие влияние температуры на скорость ферментативной реакции» (фото автора Барановой Полины, 2022 г.)
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	Фото 19. Определние активности амилазы при температуре -40С 
	Фото 20. Определение активности амилазы при температуре+190С
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	Фото 21. Определение активности амилазы при температуре +450С
	Фото 22. Определние активности амилазы при температуре +750С
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	Фото 23. Ряд термоактивности амилазы после 5 минут
	Фото 24. Ряд термоактивности амилазы после 10 минут
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	Фото 25. Ряд термоактивности амилазы после 15 минут
	Фото 26. Ряд термоактивности амилазы после 20 минут


Таблица 2.
Таблица, демонстрирующая термолабильность фермента амилазы

	T,0C
	Окраска крахмала с йодом через определенное время, мин



	
	5
	10
	15
	20

	-4
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