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L’activitat de la catalasa als llevats

Objectius

e Comprovar I'accio de la catalasa del llevat sobre I'aigua oxigenada.
o Diferenciar enzim i substrat en una reacci6 enzimatica.
¢ Estudiar la influéncia d’algun factor en 'accié de la catalasa sobre el peroxid d'hidrogen

Introduccio

Durant la respiracio cellular, les cél-lules oxiden la matéria organica per obtenir energia.
Un dels metabodlits que es formen és peroxid d’hidrogen (H.O,), un agent oxidant molt potent
que pot afectar a moltes molécules i ocasionar la mort cellular. La catalasa és I'enzim
encarregat de desactivar la molécula de peroxid i descompondre-la en aigua i oxigen. Aquest
enzim es troba en els teixits dels éssers vius (per exemple, patata, fetge o microorganismes
com els llevats).

catalasa

H,O, - > H,O + % 0O,

Es proposa I'estudi del despreniment d’oxigen a partir d’'una solucié d’H,O, en preséncia de
llevats, mitjancant la mesura de l'increment de pressié dins del recipient on es produeix la
reaccid, amb sensors de pressio i el programa Multilab, que permet una mesura continua dels
valors que pren la variable al llarg del temps.

Plantejament de la hipotesi
A partir de la lectura de la introduccié i del seguent llistat de material disponible per a

I'experiéncia, després de l'observacié del muntatge que us proposem, caldria plantejar la
hipotesi de treball que s’haura de contrastar en discutir les conclusions.

Material i Equipament

Elements de I’equip Multilog Reactius i mostra

— 3 sensors de pressio —  Solucié d’H,0, al 3%

— 1 recol-lector de dades — Solucié d’'H,0, a I'1,5%
Material de laboratori — Llevats secs

— Balanga digital — Aigua destil-lada

— 3 erlenmeyers de 100 ml Ordinador

— 3 taps de goma ajustats als erlenmeyers

— 3 tubs de plastic per a la connexié amb
els sensors

— 2 xeringues de 5 ml

— 5agulles gruixudes (mida 18G) de xeringa

— 3 claus de tres vies

— 2 taps de rosca que encaixin amb I'agulla
hipodérmica
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Procediment

Comproveu que el vostre muntatge correspon al descrit a 'esquema i poseu nom a tots els
components.

Muntatge de I'experiéncia

erlenmeyer 1 erlenmeyer 2 erflenmeyer 3
Solucié patré Mostra 1 Mostra 2

Execucio de I'experiéncia

Preparacioé de les mostres

1.

Peseu 1 g de llevat sec a la mostra 1, afegiu-hi 50 ml d’aigua i remeneu bé fins a obtenir
una solucié homogénia.

Marqueu els erlenmeyers amb els nimeros 1 (solucié patrd), 2 (mostra 1) i 3 (mostra 2).
A l'erlenmeyer 1 poseu-hi 40 ml d’'H,O i 5 ml d’H,0..

A l'erlenmeyer 2 i al 3, poseu-hi 20 ml d’aigua i 20 ml de soluci6é de llevat. Remeneu
molt bé.

Ompliu una xeringa amb 5 ml de solucié d’'H,O, al 3 % i I'altra amb 5 ml de solucié
d’H,05 al 1,5 %.

Tapeu hermeticament els recipients: el numero 1 amb el tap de goma i una agulla
connectada al sensor corresponent; el nimero 2 i el 3 han de portar una agulla
connectada al sensor i una agulla addicional. Per tal d’evitar pérdues de gas, resultaria
convenient segellar els taps (amb cinta aillant o plastilina).

A I'agulla addicional de I'erlenmeyer 2, s'hi posa la xeringa amb 5 ml d’'H,0; al 3%.

A I'agulla addicional de I'erlenmeyer 3, s'hi posa la xeringa amb 5 ml d’H,0; al 1,5%.
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9. Un cop injectada l'aigua oxigenada, traieu la xeringa i taponeu el forat de I'agulla amb
un tap adient o amb plastilina.

Configuracioé del sistema (parametres de la captacié de dades)
Abans de poder recollir les dades, cal seguir els passos seguents:
« Connecteu la font d’alimentacié a la consola i assegureu-vos que la connexié amb
el PC també estigui en ordre.

« Incorporeu els tres sensors de pressié en ordre rigords: el primer sensor connectat
al socol 1/0-1, el segon al 10-2 i el tercer i ultim a I'entrada 1/0-3.

» Polseu el botd on Wj de la consola i espereu que surti la pantalla del menu
amb les icones:

. T b w =]
@ =2 > 3

« Obriu el programa Multilab a I'ordinador.
« En obrir el programa aquest creara automaticament un arxiu nou.
« Aneu al menu Grafic/Editar grafic o seleccioneu a la barra inferior el boté Editar

grafic &l S’obrira la pantalla

Editar grafic

Girific: 1 |

Titol grific : |L'ACI:II:I DE L& CATALASA

—Eiw -3 —Eix-%"

Entrada 1 : P
Entrada 1 : Pressio 2
Entrada 2 : Pressid
Entrada 3 : Pressid

D'acord I Cancellar |

Poseu titol al grafic i comproveu que teniu les variables ben definides: a 'eix X el
temps, i al'eix de les Y les 3 pressions: P1, P2 i P3. Sortiu clicant D’acord.

ETLF
i =

« Seleccioneu la icona 0 bé aneu a la barra de menu i obriu Configurar ajuda /

Temps a continu.
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S’obrira la pantalla:

#judant de configuracic. Pat | de 3 - Sensory

Met=rrih pE zerenr hebiliara

Fun a1 [Pressia 0- 700kPa ] e
bnvaca?: [Pressio 0. 700KPa | B
Ennscad: [Fressio 0- 700kPa | &

EulidLa . |I:lu|| j E‘

Mosbcr prepckats B |

[enratl= Fifrena

. Comproveu que a les tres entrades I/O detecta la connexié amb els corresponents
sensors de pressio. Passeu a la seglient pantalla clicant sobre Proper.

. Dins d’aquesta pantalla heu d’escollir la freqiéncia en qué fara les lectures. Per
aconseguir-ho cal clicar a la dreta de la finestra. Escolliu 'opcié cada 10 segons.

Ajudant de configuracio. Pas 2 de 3 - Yelocitat x

— Ezcollir freguéncia:

— Ezczallir mode d'ezcalat:

%' Ezcala completa

" Desplagar

— Ezzallir mode gravacia:

Substituir j

Cancel lar Enrera I Froper I Acabar
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Passeu a la pantalla seglient clicant sobre Proper.

« En aquesta pantalla escollirem quant de temps durara la captacio de dades. En la
nostra experiéncia el temps necessari per aconseguir enregistrar tot el procés esta
al voltant dels 20-30 minuts.

Donat que alld que ens interessa és allargar la captacio fins que s’estabilitzi el
grafic, escollirem I'opcié Continu.

Ajudant de configuracid. Pas 3 de 3 - Gravant temps x
; ! k Continu
Temps:
* Pertemps " Per mostes

Continu

Dligparant |

[ | Esbomar memaria

Eancel-larl Enrera I Eraper | Acabar

Enregistrament de dades.

Abans de comencar la lectura de dades, feu una prediccié de I'evolucié dels valors de
pressié en cada solucio en el decurs de I'experiment.

Per iniciar la lectura, cliqueu el boté Executar ;ﬁ’ v|

Cal aconseguir que coincideixin les escales dels tres grafics i, per tant, un cop engegada la
lectura, seleccioneu la icona Grafic de la barra superior del menu, apartat Propietats /
Grafic1. S’obrird una pantalla com la de la pagina segient: a Escull tragat seleccioneu
Pressié 1/0-1. A continuacio traieu I'autoescalat i seleccioneu manualment l'interval de pressio
(80 kPa a 150 kPa). Repetiu I'operacio per als sensors [/O-2 i 1/0-3 i tanqueu la pantalla, clicant
D’acord.
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Formatejar grafic X

Ezcala l Liniez I I ikt I

Ezcull tragat : I Presszid 1/0-1 L‘

[T Autoescalat

Min: IBEI b & 150

[T Escala Logaritmica

['acord I Cancel-lar |

10. Comproveu el nivell de pressio enregistrat al monitor de I'ordinador. Obriu els tres taps
laterals dels recipients fins a obtenir la pressié atmosférica (aproximadament 1000 mb o
100 kPa) als tres erlenmeyers. Es tracta que l'aire entri a I'erlenmeyer i que la valvula de
tres vies tingui el pas d’aire cap al sensor tancat.

11. Un cop equilibrades les pressions injecteu la solucié d’'H,O,, ja preparada a la xeringa,
a l'erlenmeyer 2 i 3 i torneu a posar els taps laterals. Gireu la clau de la valvula de tres
vies per tal que l'erlenmeyer quedi connectat exclusivament al sensor.

12. Quan hagi passat suficient temps, i el grafic s’hagi estabilitzat, atureu la lectura.

Cliqueu STOP |@| .

Seguretat i residus

Cal aplicar els criteris habituals en el treball al laboratori:

- Els reactius utilitzats en aquesta experiéncia poden abocar-se per l'aiglera,
convenientment diluits

- Les restes de les mostres d’origen organic, cal llengar-les als contenidors on
habitualment es llenci la brossa organica abans de rentar el material.

Resultats

Observacions qualitatives

Cal anotar amb tot detall quin ha estat el muntatge, qualsevol canvi en els diferents
tractaments, possibles problemes sorgits durant I'experiéncia, les operacions que hem anat
realitzant i els fendomens observats. Es molt important que les observacions siguin anotades i
intercanviades per tots els membres del grup de treball. Aix0 enriquira sens dubte les
conclusions finals.
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Les alteracions possibles en el contingut dels erlenmeyers durant el registre son
observacions importants en aquest apartat, aixi com tots els aspectes de les operacions de
preparacio dels mateixos.

Adquisicié i enregistrament de les dades

Un cop acabat l'enregistrament cal imprimir els grafics i les dades numériques
corresponents per tal d’interpretar els resultats amb posterioritat.

Durant I'experiéncia, és convenient anotar en quin moment s’observen variacions

apreciables al grafic i als valors de la taula, quan s’estabilitzen els grafics i, per tant, els valors
de la pressio, etc.

Conclusions

Analisi de les dades

Ara ja teniu els resultats en forma de grafics i de taules, i a més les observacions dutes a
terme durant el propi experiment. Cal extreure les conclusions d’aquesta informacié.

Observeu acuradament els grafics i les taules, i no perdeu de vista les notes de treball:
o Existeix una diferéncia clara entre els tres grafics (o entre les tres taules)?
¢ Que ha passat a I'erlenmeyer 1? Com es pot interpretar?
o Son idéntics els grafics corresponents als erlenmeyers 2 i 3? En qué es diferencien?

e Els valors de pressio als erlenmeyer 2 i 3 comencen a variar immediatament després
d’injectar I'H,O, 0 varien al cap d’'un temps? Per qué?

e Es continu 'augment de pressié? O bé hi ha una estabilitzacié del grafic al cap d’'un cert
temps? Com es podrien interpretar els resultats?

e S0n consistents els resultats obtinguts amb la vostra hipotesi? Podeu confirmar-la o heu de
fer hipotesis noves?

Qiiestionari

1. Quines diferéncies de pressid es detecten als erlenmeyers 1, 2 i 3 al llarg de
I'experiment?

2. Qué ha passat a I'erlenmeyer 1?7 Com es pot interpretar?
3. Per qué és necessaria la solucio patré?

4. Quins son els recipients que mostren variacié de la pressio? Quin factor els diferencia
del o dels que no presenten aquesta variacio de pressio?

5. Per qué és la mesura de pressié un indicador adequat del curs de la reaccio?
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6.

10.

11

Quin component del llevat és responsable de I'increment de pressié? Com es podria
comprovar?

Creus que continuen vius els llevats o només és activa la catalasa? Com ho
comprovaries?

Quin efecte té doblar la quantitat d’'H,O,?
Si dobléssim la quantitat de llevat, quins efectes tindria sobre els resultats?

Variant la temperatura de I'experiment, quins efectes es produirien? Quina seria la
temperatura optima?

. Es podria utilitzar algun altre material organic, com ara fetge o patata: elaboreu una

hipotesi sobre els possibles resultats i/o problemes que es plantejarien.
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