Una prdctica para biologia de C.O.U.

Actividad enzimdtica y temperatura

Estudio de los resultados

Objetivos

‘, resentamos aqui una practica ade-
"M cuada al nivel del C.O.U., programa-
KR! da para una hora de duracién y reali-
zable con el material comun de cualquier labora-
torio escolar.

La exposicion de la téenica utilizada se comple-
menta con un estudio de los resultados obtenidos
por los alumnos de nuestro instituto, que nos ayu-
dara a valorar el grado de precision que puede es-
perarse en la expernimentacion y nos ofrecerda un
medio para evaluar la destreza instrumental de los
alumnos o de grupos de alumnos.

Con esta practica se pretenden dos objetivos do-
centes: 1°) demostrar la vanaciéon de la actividad
de un enzima en funcidn de la temperatura, y 2°)
lustrar de modo practico la realizacién de medi-
das cuantitativas para el estudio de las caracteris-
ticas bioquimicas o fisioldgicas de los seres vivos.
Este segundo objetivo es de gran interés; casi todas
las practicas que podemos encontrar en las publi-
caciones para bachillerato y C.O.U. tiene el defec-
to de centrarse en el aspecto cualitativo de las ex-
periencias, lo que puede llevar a los alumnos a
considerar la experimentacion bioldgica como un
campo meramente descriptivo, falto de interés por
la cuantificacidn, al contrario de lo que ocurre en
el riguroso control de las experiencias fisico-
quimicas.

El guién multicopiado de la practica se entrego
a cada uno de los 44 alumnos del instituto que eli-
gieron como optativa la biologia de C.O.U. Estos
a su vez se agruparon en |3 equipos de 3-4 com-
ponentes para realizar la experiencia. Reproduci-
mos a continuacidn el guion.

Vicente FRANCH MENEU *

Guion de la practica

Biologia COU  Seminario de Ciencias Naturales
Fecha ...................... Instituto Maonelos

Efecto de la temperatura en la actividad enzimadtica

Fundamento

Los enzimas son moléculas proteicas que ac-
tuan como catalizadores de las reacciones bioqui-
micas.

El efecto de la temperatura sobre la actividad de
los enzimas es doble: por un parte, un incremento
de temperatura aumenta la velocidad de cualquier
reaccidn quimica, y esto ocurre también con las
enzimaticas; por otra parte, como los enzimas son
proteinas, cuando la temperatura se eleva por en-
cima de unos valores criticos, se produce la desna-
turalizacion por desorganizacion de su estructura
terciaria y consecuente pérdida de la actividad en-
zimatica.

Nosotros vamos a trabajar con un enzima que
se encuentra en muchos tejidos animales y vegeta-
les, localizado en los organulos celulares denomi-
nados peroxisomas: /la catalasa. La catalasa actua
especificamente sobre el agua oxigenada, descom-
poniéndola en agua y oxigeno:

H,0, —<8talasa 104120,
sustrato productos

* Catedratico de ciencias naturales del Instituto de Bachillera-
to de Monelos, La Coruiia.
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Vamos a estudiar el efecto de la temperatura so-
bre la actividad catalasa de la patata y determina-
remos su temperatura optima. Para ello utilizare-
mos distintas muestras de tubérculo de patata del
mismo peso (1 gramo). De esta forma, todos los
datos obtenidos vendran referidos a | g. de tejido.

La actividad enzimdtica para cada temperatura
la determinaremos midiendo el volumen de O,
desprendido en un cierto tiempo de reaccion.

Material

Agua oxigenada al 5%, hielo, tubos de ensayo,
vaso de precipitados de 300 cc, escalpelo o navaja,
patata, regla graduada, termdmetro, tripode y reji-
lla de amianto, mechero de gas o alcohol, pinzas
curvas, cronémetro, balanza.
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Método

1. Llenar dos tubos de ensayo hasta la mitad.

2. Poner unos 150 cc de agua oxigenada en un
vaso de precipitados y afiadir unos cubitos de hie-
lo hasta que el nivel del agua llegue a unos 2 cms
del borde del vaso. Introducir los tubos con agua
normal en el vaso.

3. Con el escalpelo cortar cuatro trozos de pa-
tata de forma prismadtica de las siguientes medi-
das: 0°S x 0°5 x 3’5 cm. Como la densidad de la
patata es de 1’15 g/cc, estos trozos pesaran | gra-
mo. Introducir los trozos en los tubos con agua.
Se puede comprobar y ajustar el peso utilizando
la balanza.
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4. Pasado un clerto tiempo (unos 5 min.), s¢
llena otro tubo de ensayo hasta el borde del mis-
mo H20:z del vaso. Taparlo con el dedo indice, in-
vertirlo e introducirlo en el agua oxigenada de
manera que el tubo quede totalmente lleno, sin
aire.

5. Se extrae uno de los trozos de patata y, con
las pinzas curvas, se introduce en el tubo inverti-
do levantdndolo un poco. Empezar a contar el
tiempo a partir de este momento. Ahora s¢ mide
la temperatura del agua con el termometro y se
anota en el apartado Resultados de la TABLA DE
DATOS.

6. Al cabo de cierto tiempo (2 minutos, por
ejemplo) medir con una regla la longitud del tubo
ocupada por el gas (h). Anotar este dato en la ta-
bla. A continuacion se puede vaciar el tubo y de-
sechar este trozo de patata.

7. Llenar de nuevo el tubo con agua oxigena-
da tomada del mismo vaso de precipitados. Repe-
tir la operacion 4.

8. Colocar el vaso sobre la rejilla de amianto
en el tripode y calentar con ¢l mechero hasta unos
15°C. En este momento se retira el mechero y se
repiten las operaciones S y 6 con otro trozo de pa-
tata. Anotar la altura del gas (h) obtenida a esta
temperatura en la TABLA DE DATOS.

9. Repetir estas operaciones con el tercer tro-
20 de patata pero esta vez a 35°C. Anotar el resul-
tado en la tabla.

10.  Hacer lo mismo a 65°C con el cuarto trozo.

11. Calcular el volumen de oxigeno despren-
dido en cada experiencia. Para ello medir el radio
interior del tubo de ensayo (r) y calcular su sec-
cion (S). S=nr

El volumen (V) se calcula multiplicando la sec-

cidn por la altura. V =S.h. Dar el resultado en cc.
Anotar estos valores y los tiempos de reaccion en
la TABLA DE DATOS.
(NOTA: las temperaturas que se indican son solo
sugerencias. Se puede trabajar a otras temperatu-
ras que parezcan mds interesantes con tal de que
sean inferiores a 80°C).

Resultddos . TABLA DE DATOS

diametro del tubo/2 = radio (r}= L S=Tp=

V=S.h . Actividad
Vol {cm?) Tpo (min) (cm3/minuto)

Temp ("C) | h(cm)

2. Con estos datos (Temperatura-Actividad)
construye una grafica:

Actividad
cm3/min,

de 02 -
desprendido

Temperatura °C
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3. ¢Cudl es la temperatura optima de actividad
del enzima catalasa de la patata? ..............

4. Comenta brevemente los resultados e intenta
dar una explicacion razonada de la forma de la
curva,

Observaciones al desarrollo de la practica

Los primeros diez minutos de la clase se em-
plean en repartir los guiones indicando a los
alumnos que lean detenidamente el apartado de
Fundamento. Se complementa con una breve ex-
plicacidén de su contenido y de algunos aspectos
tedricos relacionados con el tema: concepto de en-
zima, sus propiedades (especificidad, desnaturali-
zacion, etc.), concepto de actividad enzimatica,...

El desarroilo de las experiencias debe ser coor-
dinado por el profesor resolviendo dudas, ilus-
trando la técnica a utilizar y puntualizando algu-
nos aspectos.

Han de tenerse en cuenta algunas consideracio-
nes:

1. La dilucién del agua oxigenada con el hielo
no influye significativamente en los resultados de
la actividad enzimatica, pues trabajamos a niveles
de saturaciéon del enzima'. Sin embargo, no es
conveniente utilizar agua oxigenada muy diluida,
por ejemplo la expedida en farmacias, ni muy
concentrada, porque produce irritacion de la piel.
Una buena concentracion es la indicada en el
guion: 5%.

LEHNINGER, A.L., Bioguimica. Barcelona, Editorial
Omega, 1972. p. 168.
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2. Los trozos de patata deben cortarse en for-
ma prismatica de las dimensiones indicadas para
que puedan introducirse facilmente en el tubo in-
vertido vy, a la vez, para que la superficie de los
trozos en contacto con el H,0, sea semejante. El
ajuste final del peso de cada pedazo conviene rea-
lizarlo con la balanza, si el laboratorio dispone de
una balanza para cada equipo de alumnos. En
caso contrario basta con la aproximacién geomé-
trica.

3. La temperatura de cada prueba debe ano-
tarse en la mitad del tiempo de reaccion. Entre el
principio y el final de cada experiencia la tempe-
ratura suele bajar o subir unos 2 grados.

4. Es conveniente comprobar que los alumnos
realizan bien los calculos en el apartado Resulta-
dos. Es frecuente que al calcular la seccion del
tubo utilicen el valor del diametro en lugar del ra-
dio; suelen olvidar dividir por dos.

Resultados y comentario

En el desarrollo de la practica cada equipo ha
obtenido cuatro resultados a distintas temperatu-
ras (realmente, dos de los equipos solo pudieron
obtener tres datos). En total contamos con una
muestra de 50 valores. Los resultados encontrados
por nuestros alumnos se indican en la tabla I
Para el analisis estadistico hemos agrupado los da-
tos en nueve intervalos de temperatura. En la fi-
gura | representamos graficamente los valores: las
columnas sefialan la actividad enzimatica media
para cada intervalo de temperaturas, y las barras
verticales la desviacion tipica de los valores de ac-
tividad para cada intervalo. La curva se ha dibuja-
do de forma que aparezcan 25 puntos por encima
de ella y 25 por debajo; es una representacion gra-
fica indicativa obtenida a partir de la nube de
puntos. Las curvas de trazo interrumpido estdn
dibujadas a una distancia de una desviacion tipica
media de la curva. Esta desviacion tipica se obtie-
ne calculando la media ponderada de las desvia-
ciones tipicas de los intervalos. La temperatura
optima del encima se situa en los 42°C, siendo
aceptables valores comprendidos entre 37 y 48°C.

Nos interesaba saber el grado de dispersion que
presentan estos resultados y por tanto su significa-
cion. Asi podemos valorar la destreza instrumen-
tal de los alumnos. La nube de puntos seiiala cla-
ramente que existe una relacion curvilinea entre
estas dos variables: temperatura y actividad del
enzima catalasa. Para valorar la cuantia de esta
relacién hemos calculado el coeficiente de corre-
lacién de los valores de la actividad enzimatica
para las distintas temperaturas; es el llamado coe-
ficiente n , (y=actividad, x =temperatura) por

? DOWNIE, N.M. y HEAT, R.W. Métodos estadisticos
aplicados. Madrid Editorial del Castillo, 1971. pp. 130-134,

razén de correlaciones 2. Los valores del coeficien-
te N pueden varias desde O (relacion nula) hasta 1
(relacion perfecta), considerdndose valores mayo-
res de 0’80 como altos, alrededor de 0’50 como
moderados y menores de 0°30 como pequeiios. En
nuestro caso el valor de n,, es 0'807. Este valor,
ademads, es altamente significativo —es decir, que
la relacién hallada no se debe al azar-, como se
comprueba aplicando un contraste de significa-
cion adecuado’. F=9'56, que interpretado se-
gun la tabla de distribucion F de Snedecor
(F=9"56 > 2°97), nos indica que la razon de co-
rrelacion calculada es muy significativa, por enci-
ma del 1%.

Evidentemente, aunque los resultados de los
alumnos presentan una notable dispersién, que no
seria aceptable en trabajos de investigacion, pode-
mos hacer algunas afirmaciones:

1. El nivel de destreza instrumental de nuestro
grupo de alumnos es aceptable, como demuestra
el alto grado de correlacion encontrado entre las
dos variables.

2. El disefio de la experiencia expuesto en el
guion, con las observaciones del profesor, permite
a los alumnos obtener resultados significativos en
orden a cumplir los objetivos de la prictica.

3. Para valorar la destreza de un equipo de
3-4 alumnos podemos basarnos relativamente en
los resultados estudiados con esta muestra de 50
datos. Por ejemplo, si los resultados de un deter-
minado equipo se apartan mucho de la curva di-
sefiada a partir de la nube de puntos (supongamos
unos 0’50 cm?/min), significa que han cometido
errores técnicos importantes.

4. La realizacion de esta practica en anos su-
cesivos o en otros centros nos permitird aumentar
el numero de datos y por tanto contrastar estos re-
sultados. También podemos realizar una compa-
racion de las destrezas técnicas de grupos de
alumnos, por ejemplo entre afios o entre centros
distintos. Pensamos que de esta forma, o con mé-
todos similares, se ofrece una técnica que permite
la autoevaluacion de los profesores en el terreno de

las clases practicas.

3 Ibidem. p. 254.
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15.

16.

Cada ejemplar de la coleccién
“Arte en Iméagenes” consta de
diapositivas, recogidas en una carpeta en forma de libro
(de 12,5 x 18 cm.), con texto explicativo.

1. Velazquez, |: Retratos reales
. Gova, I: Retratos reales
. Zurbaran
. Miré
. Alonso Cano, |: Escultura.
. Salzillo
. Berruguete
. Martinez Montanés
. Picasso, I: (1881-1906)
. Escultura romanica, [:
Santiago de Compostela
. Velazquez, Il
Temas mitolégicos
. El Greco. |: Museo del Prado
. Arquitectura asturiana
. Arquitectura neocléasica
Prehistoria:
Construcciones megaliticas
Ceramica espanola, |:
Del neolitico al siglo |

Edita: Servicio de Publicaciones del Ministerio
de Educacién y Ciencia

I ] Ventaen = - ( %_J
{  Planta baja del Ministerio de Educacion y Ciencia. Alcali. 34, Madrid-14.

L Edificio del Servicio de Publicaciones. Cindad Universitaria. s/n. Madrid-3. Teléfono: 449 67 22,

12

17

18.
19.
20,
Z15

22,

23
24,

25.

26.
27

28.
29.
30.
31
32:
33:

Chillida, I: Metal
Picasso, II: 1906-1916

Solana

Gaudi

Arquitectura
hispano-musulmana, I: Cérdoba
Chillida, II: Madera,

alabastro, collages

Zabaleta

Arquitectura del Renacimiento
Arquitectura roménica:

Camino de Santiago

Juan Gris

Gargallo

Fortuny

Dali

Miguel Millares, |

Miguel Millares, Il

Sorolla
Canogar

Precio de cada
ejemplar; 250 Ptas.

Paseo del Prado, 28, Madrid-14, J

' o)



