COM AFECTEN LA
TEMPERATURA | EL
TEMPS A LA FUNCIO DE
L’ENZIM AMILASA?

P B
Optimum
temperature

&
2= Enzymes
- Q
N o b ooooo
oo denatured
cE B e o e
= | | - .

c = = welade 1YY R

o 2 -

/ '
| | | | |
10 0 10 20 30 40 50




Com afecten la temperatura i el temps a la funcié de I'enzim amilasa?

INDEX
INEFOAUCCIO. ...ttt e e et e e e e e neee e e s pagina 4
PART TEORICA
1. BIOMOIGCUIES. .....eeiiiiiiiieie ettt sr bt e e e ee e e pagina 6
00 11T o TR pagina 6
0 0 /[ T 1= 1o T4 o A3 USRI pagina 7
L1000 THIOSES. .utititieeeeeetiie e e e ettt ee e e e e e e e e e e pagina 7
1002, TEUIOSES. c.ceeeieieeeeeeee ettt pagina 7
1.0.0.3. PENTOSES. ...ttt pagina 7
1.1.1.4, HEXOSES. ...ccoeeiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e eeeeeeenes pagina 7
1.1.0.4.0. GIUCOSA...cciiiiiiiiiiiie e pagina 7
1.1.2.DISACAIUS. ...ceeieeeeeiee ettt e pagina 8
1.1.3.00lgOSACAIUS. .....cceeiiiiieei et pagina 8
1.1.4.POlISACAINUS. ....cci i e e eeeee e s pagina 8
00 I /o [ TSP pagina 8
1.1.5.1dentificacié de glucids al laboratori.........cccceeeeeiiieeeiiieiieeeiieeies pagina 9
2 e 0] =] | 1= pagina 10
1.2.1. ESITUCIUIES.....ccii e e e e pagina 10
1.2.2. AMINOACIAS. ... ccii i eeeiieceeeeeeee e e e e e s pagina 11
O T = o 4|1 1 T PR pagina 12
1.2.3.1. CeNtre ACtiU.......cccvveeririiiiiiiii e e eee e pagina 13
1.2.3.2. Especificitat dels enzims...........ccccceeevvieiieieiiieeic, pagina 13
1.2.3.3. Cinética de I'activitat enzimatica..............ccccceeeeeieeenennn. pagina 14
1.2.3.4. Nomenclatura i classificacié dels enzims...................... pagina 15
1.2.3.5. ENZIM AMIlASa.......uoiiiiiiiiiiii e e pagina 15
1.3, ACIAS NUCIICS... ... ettt ee s pagina 16
L.3. 1 NUCIEOUAS. ... e ee e pagina 16
1.3.2. Acid desoxiribonucleic (ADN).........c.ccoveveeeeeeeeeeee e pagina 17
2. Teoria “Un gen-un NzZimM’.... ... e pagina 18
3. Activitat @NZIMALICA.........eeeeiiiiiie e e e e eaaans pagina 20

3.1. Factors que afecten I'activitat enzimatica...............cccooeeeiiiiiiiinnnne. pagina 20



Com afecten la temperatura i el temps a la funcié de I'enzim amilasa?

PART PRACTICA
1. DISSENY eXPEIMENTAL.......c.euiiii it pagina 22
2. Material | ProCeAIMENT.........cooiiiiiie it pagina 23
3. Practica al [aboratori............oooueiiiiiiiiiii e pagina 25
PP TP RUPPPPPPP pagina 25
PP PPPRPPPRPT pagina 27
B et e e e e pagina 28
O PP SPPPPPPPN pagina 29
DD et a e e e e e e a e pagina 30
L0 MINUES. ..ttt e e e e e e e e e e e e e e pagina 31
L5 MINUES. ..t e e e e e e e e e e e e e pagina 32
COMPATACIO. ...ttt e e e e e e pagina 33
TP O PP RPPPPPPRPPPPPPPPTN pagina 33
LO MINUES...ccee e e e e e e e et n e e e e e aaeeeeaees pagina 33
L5 MINUES...cc e e e e e e e et n e e e e e e e e e eeaees pagina 34
(@] 111 0T= 1 = Tox [ JR pagina 35
Interpretacio grafica dels resultats..............ueevieeiiiiiii e, pagina 36
(@] 1] 1] Lo pagina 38

BiIDlIOGIafia. .. .ccce i e ————— pagina 39



Com afecten la temperatura i el temps a la funcié de I'enzim amilasa?

INTRODUCCIO

La principal motivacio per a fer aquest treball ha estat que he trobat aquest tema
interessant i amb el qual podia crear el meu propi disseny experimental. També volia
qgue el meu treball inclogués biologia i que la part practica fos realment practica, és a
dir, manipulant i comparant els resultats.

Una altra causa per haver escollit aquest tema és que vull ser metge i, per tant, volia
que estigués relacionat amb el cos huma. Abans d’escollir aquest Treball de Recerca
n’havia comengat un altre sobre una malaltia anomenada McArdle, pero pels meus
escassos coneixements no podia realitzar la part practica. Tot i aixi vaig canviar de
tema per passar als enzims, unes substancies que permeten que visquem. Abans
d’optar per I'amilasa i el mid6 vaig dissenyar una part practica amb lactasa enlloc
d’amilasa i lactosa enlloc de midé. El problema era la realitzacié d’aquesta practica.
Em vaig posar en contacte amb la UAB i amb la UPC per a realitzar-la a les seves
instal-lacions pero em van dir que per a calcular la lactosa es necessitava un kit
especial del que no disposaven. Aixi que finalment vaig escollir el midé i 'amilasa.

A part, les temperatures que he escollit per a la part practica no han estat escollides a
I’atzar sind que el que volia comprovar és si a 34.5°C i a 41.5°C encara es pot viure o
si s’esta mort. Segons els resultats que obtingui al laboratori veuré si hi ha disfuncié
enzimatica i per tant possiblement es doni la mort, o bé si I'enzim funciona
correctament i per tant possibilita la vida.

Aquest treball gira entorn a la capacitat que té 'enzim amilasa per a hidrolitzar el midé
a diferents temperatures i diferents temps pero també inclou una introduccié de les
biomolécules, I'explicacié de la teoria “Un gen-un enzim” i tots els processos
enzimatics necessaris per a entendre el tema.

HIPOTESI: Potser 'efecte de I'enzim amilasa encara és efectiu quan el substrat sobre
el que actua sobrepassa els 41.5°C o quan es troba per sota dels 34.5°C. Potser a
34.5°C i a 41.5°C I'enzim fa una funcio6 diferent en contacte amb el substrat sobre el

gue actua en 10 i en 15 minuts.
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En base a aquesta hipotesi, en diferents tubs d’assaig posaré la mateixa quantitat de
mido. A continuacio afegiré a cada tub d’assaig la mateixa quantitat de saliva filtrada
(conte I'enzim amilasa) i els posaré a temperatura constant. Per altra banda, dels tubs
d’assaig que posi a 34.5°c i a 41.5°C, n’agafaré una mostra de cadascun tant als 10
com als 15 minuts de reaccio entre mido i amilasa i realitzaré les proves de Fehling i
Lugol per a determinar-ne la preséncia de midé. Finalment, amb els mateixos reactius

comprovaré els resultats obtiguts i corroboraré o bé desmentiré la hipotesi.
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PART TEORICA
1. BIOMOLECULES.

Les biomoléecules son les molécules de la vida, és a dir, tots els conjunts d’atoms que
formen la matéria viva. Aquestes també s’anomenen principis immediats i poden ser
simples, si les molécules estan formades per atoms del mateix tipus, 0 compostos
guan hi ha atoms de diferents elements. Els principis immediats compostos poden ser
inorganics, com l'aigua i les sals minerals, o organics, que son polimers® formats
principalment per enllacos covalents de carboni i hidrogen com els glacids, els lipids,

les proteines i els acids nucleics.

1.1. Glucids. Els glucids sén biomolécules formades basicament per atoms de
carboni (C), hidrogen (H) i oxigen (O). Solen anomenar-se també carbohidrats o
hidrats de carboni.

En tots els glacids hi ha un carbonil, que és un carboni unit a un oxigen mitjancant un
doble enllag. Aquest doble enlla¢ pot formar cetones (-CO-) o aldehids (-CHO). Els
glacids son per tant polihidroxialdehids o polihidroxicetones. Els polihidroxialdehids
son molécules que tenen un aldehid al carboni 1 i alcohols a la resta de carbonis. Les
polihidroxicetones sén molécules que tenen una cetona al carboni 2 i alcohols a la

resta de carbonis.
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Figura 1. Un polihidroxialdehid de 6 carbonis (glucosa) i una polihidroxicetona de 6 carbonis

(fructosa).

"Molecula d’elevat pes molecular constituida per unitats estructurals idéntiques repetides i unides entre
si mitjancant enllagcos covalents.
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La propietat quimica dels glucids és que son la font d’energia de la cél-lula a causa de
la pérdua d’electrons que pateixen quan una altra substancia els accepta i llavors es
redueix. Aquest canvi quimic és el que proporciona I'energia.
Els glucids es divideixen en quatre tipus:
1.1.1.Monosacarids. Glucids formats per una sola cadena polihidroxialdehida
o polihidroxiacetonica, tenint aixi de tres a set atoms de carboni. Segons el nombre
d’atoms de carboni, es troben les trioses, les tetroses, les pentoses, les hexoses i les
heptoses.
1.1.1.1.Trioses. La unitat de glicids més petita i basica formada per
tres carbonis. Inclou, per tant, els gliceraldehids i les dihidroxicetones.
1.1.1.2.Tetroses. Monosacarids formats per quatre carbonis.
1.1.1.3.Pentoses. Inclouen tots els monosacarids formats per
cinc carbonis. Inclouen les riboses i les desoxiriboses, que son les pentoses que
formen ’ADN i ’ARN, respectivament.
1.1.1.4.Hexoses. Monosacarids formats per sis carbonis. Segons
els enllagcos que té cada carboni, es formen la glucosa, la fructosa o la galactosa.
1.1.1.4.1. Glucosa. Es el gliucid més important ja que aporta una
gran quantitat d’energia a les ceél-lules. De fet, les neurones i els globuls vermells
depenen exclusivament de la glucosa com a font d’energia. Es troba lliure al
citoplasma intern de les cél-lules animals i lliure als fruits madurs. La seva proporcio a

la sang humana és d’'1 g/l
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Figura 2. Glucosa en la seva estructura oberta i estructura ciclica. Totes dues estructures
pertanyen a la D-Glucosa ja que, excepte els del carboni 2, els OH es troben al costat dret

dels carbonis o en el que fa referéncia a la estrucura ciclica, a baix.
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1.1.2. Disacarids. Glucids formats per la uni6 de dos monosacarids. L’aldehid
del primer monosacarid s’uneix a qualsevol carboni del segon monosacarid,
normalment al carboni 4. En la unié, anomenada enlla¢ O-glicosidic, es perd una
molécula d’aigua.

Aquest enllag pot ser:
Enllac monocarbonilic. Enllag d’un carboni sol carboni carbonil en la
nova molécula, per tant un carboni carbonil queda lliure.
Enllac dicarbonilic. L’enllag O-glicosidic es produeix enllagant tots dos
carbonis carbonils, un de cada molécula, per la qual cosa no en queda cap de lliure.
1.1.3.0ligosacarids. Glucids formats per la unié de dos a deu monosacarids.
1.1.4.Polisacarids. Glucids formats per la unié de més de deu, generalment
centenars, de monosacarids. Es divideixen en:
Heteropolisacarids. Formats per més d’un tipus de monosacarid. Es el
cas de la goma arabiga, I'agar i la pectina.
Homopolisacarids. formats per un sol tipus de monosacarid. Dins aquest
grup hi trobem el midé, el glicogen, la cel-lulosa i la quitina, tots formats per la unié de
moltes glucoses. Aquests polimers de glucoses es distingeixen segons la funcio,

localitzacié i tipus d’enllag segons el quadre seguent:

FUNCIO LOCALITZACIO ENLLAC

MIDO reserva energetica | interior de plasts i [ A
llavors

GLICOGEN reserva energetica | interior de ceél-lules | A
hepatiques i
musculars

CEL-LULOSA estructural paret cel-lular

QUITINA estructural exoesquelet

1.1.4.1. Midé. El midé és un polimer de glucoses unides per I'enllag

a. Esta format per amilosa i amilopectina (totes dues formades per glucoses).
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L'amilosa és una molécula formada per glucoses, té forma lineal i representa el 30%
del pes del midé. L'amilopectina és una molecula de glucoses perd6 amb moltes
ramificacions i representa el 70% del polisacarid recentment esmentat. A causa de la
seva forma, I'amilosa té més solubilitat que I'amilopectina. EI midé té la funcié de
reserva energetica en els vegetals, per aix0 es troba dins els plasts i les llavors. Es
troba en els plasts perquée dins els cloroplasts es fa la fotosintesi i es genera energia,
emmagatzemada en forma de mid6. També es troba en les llavors perqué han de

contenir prou energia perqué la nova planta pugui créixer.
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Figura 5. Mostra un fragment d’amilosa i un fragment d’amilopectina, components del midé.

1.1.5. Identificaci6 de glacids al laboratori. Per a identificar aquestes
molecules al laboratori es poden dur a terme dues proves diferents:

- Prova del Lugol. El Lugol és una dissoluci6 iodada que reconeix llargues
ramificacions de glucoses unides per enllagos a. Per tant, només reconeix el
mid6. Es un liquid de color groc que en contacte amb el midé es torna de color
negre o lilés molt fosc.

- Reactiu de Fehling o de Benedict. Es un reactiu composat per sulfat de coure i
aigua emprat al laboratori per al reconeixement de carbonis monocarbonils

(tenen un aldehid o una cetona). El reactiu esta format pel reactiu A
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(transparent) i el B (blau cel), i és de color blau mari (obtingut amb la barreja

dels reactius Ai B). En contacte amb un carboni carbonil i escalfor, es torna de

color taronja. Aquesta reaccio té lloc perque s’oxida un aldehid (perd un

electro).

CUSQO, = CU>" + S04~

1.2. Proteines. So6n molécules organiques formades per carboni, hidrogen,
nitrogen i oxigen, tot i que poden contenir també minuscules quantitats d’altres
elements.
Son molt abundants i realitzen multitud de funcions diverses. Solen ser molecules molt
grans, formades per aminoacids. Cada proteina esta formada per 50 aminoacids com
a minim i cada aminoacid és codificat per 3 bases nitrogenades d’ARNm
complementaries a ’ARNt. Aixd va ser postulat pel Premi Nobel Severo Ochoa de
Albornoz I'any 1959.
Cada aminoacid és transportat per ’'RNA transferent . Aquests aminoacids s’uneixen
per enllacos repetidics que formen les proteines que poden especialitzar-se en enzims
o bé anar a la membrana plasmatica de la cél-lula que I'ha format i on permeten
I'entrada de substancies grans a l'interior de la cel-lula.

Les proteines augmenten el volum muscular.

1.2.1. Estructures. Les proteines presenten quatre estructures diferents:

Estructura primaria. Es la seqiiéncia d’aminoacids de la proteina. Informa
dels que hi ha i com estan ordenats.

Estructura secundaria. Es la disposicié a I'espai de la primaria o el que és
el mateix, el replegament sobre si mateixa d’aquesta. Presenta forma helicoidal quan
és a-helix o forma de lamina plegada (zig-zag) quan és Conformacio [3.

Estructura terciaria. Disposicio en I'espai de I'estructura secundaria, és a
dir, replegament sobre si mateixa. Presenta una forma globular.

Estructura quaternaria. Dues o més cadenes polipeptidiques de I'estructura

terciaria.

10
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Estructura Primaria

Hoja plegada Hélice alfa

Estructura Secundaria

50

~ Hoja plegada

Estructura Terciaria

Estructura Cuaternaria

Figura 6. Una proteina en les seves quatre estructures.

1.2.2. Aminoacids. S6n compostos organics que tenen un grup acid o carboxil
(-COOH) i un grup amino (-NH2). Dins els aminoacids hi ha un grup anomenat els
aminoacids primaris, que son vint, els quals presenten un carboxil i una amina
enllagats al mateix carboni i formen les proteines. A més d’aquest tipus, en els
organismes n’hi ha uns altres que mai formen proteines anomenats aminoacids
essencials, que son ingerits amb la dieta. Els éssers humans en presentem vuit
d’aquest tipus: isoleucocina (lle), leucina (Leu), lisina (Lys), metionina (Met),
fenialanina (Phe), treonina (Thr), triptofan (Trp) i valina (Val).

Tant els aminoacids essencials com els no essencials, que sén els que produeix el
nostre organisme, produeixen proteines.

Les funcions dels aminoacids so6n formar proteines i servir com a components
estructurals necessaris pel creixement muscular. També fan créixer, reparen i

mantenen totes les ceél-lules.

11
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Després de l'aigua, que ocupa un 63% del volum del cos huma d’un adult, el que pesa
més del cos son els aminoacids. Aquests es troben presents en tota la musculatura i

en els teixits.

H
NH, C—— COOH"

R
Figura 6. L'estrucura que presenten tots els aminoacids. La R és el radical, que és el que

determina quin aminoacid és.

1.2.3. Enzims. Son els biocatalitzadors formats per aminoacids, és a dir, els
catalitzadors® de les reaccions biologiques i com ells tenen unes caracteristiques
comuns:

Acceleren molt la reaccio i no es consumeixen durant aquesta, és a dir, el
nombre d’enzims abans , durant i després de la reaccid és constant. Excepte els
ribozims®

Son proteines globulars solubles en aigua, que es difonen bé en medis
interns i que poden dur a terme la seva funcid tant a nivell intracel-lular com
extracel-lular.

Son molt especifics, cosa que els permet actuar en una reaccié determinada
sense afectar-ne d’altres

Actuen a temperatura ambient i pH neutre

So6n molt actius i acceleren les reaccions molt més rapidament que els
catalitzadors no biologics
Totes les reaccions quimiques tenen una energia d’activacio i velocitat de reaccié
determinades. L'energia d’activacio és I'’energia que es necessita per tal que la reaccié
es dugui a terme. La velocitat de reaccio és el temps que transcorre fins que la reaccié

s’acaba.

Substancia que augmenta la velocitat d’'una reaccié quimica, disminuint la seva energia d’activacio.
®RNA que catalitzen altres tipus de RNA, per aixd s6n enzims.

12
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En el cas de les reaccions quimiques que els enzims catalitzen, aquests actuen de
manera que redueixen I’energia d’activacié i, com a consequéncia, es redueix la
velocitat de reaccio.

En general, les reaccions amb enzims es representen aixi:

(51— [E 1> [EF] — [EHF]

L'enzim sempre és present a la reaccié perqué no es consumeix. El substrat,
representat amb blau, per accié enzimatica es converteix en productes, representats

amb vermell.

1.2.3.1. Centre actiu. Es la zona de I'enzim a la qual s’uneix el substrat
perque es dugui a terme la reaccid. El substrat és la molécula que I'enzim modifica.
Els centres actius tenen unes caracteristiques comuns, que son:
Ocupen molt poc volum del total de I'enzim i tenen forma de cavitat que
facilita que el substrat hi encaixi.
Alguns dels aminoacids pel que estan formats presenten una afinitat amb un
substrat en concret, amb el qual s’enllaga mitjangant enllagos febles.
Hi ha tres tipus d’aminoacids que formen la cadena polipeptidica dels enzims (els aa
s’enllagen entre si formant enllagos peptidics) en funcié de la relacié que estableixen
els substrats i els centres actius entre si:
Aminoacids estructurals. No estableixen enllacos quimics amb el substrat.
Ocupen la major part de I'enzim.
Aminoacids de fixacio. Estableixen enllagos febles amb el substrat i el fixen.
Aminoacids catalitzadors. Estableixen enllacos tant febles com forts amb el
substrat i fan que aquest trenqui els seus enllacos.
Els aminoacids de fixacio i els catalitzadors es troben al centre actiu de I'enzim.
1.2.3.2. Especificitat dels enzims. Soén tan especifics perque tan sols
es pot establir I'enllag entre el centre actiu i I'enllag si aquests ultims presenten la
forma adequada per a encabir-s’hi. Aquesta especificitat va ser explicada I'any 1890

per

13
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E. Fisher, que va proposar el model de la complementarietat amb aquesta
comparacié: “Com la clau (substrat) i el pany ('enzim).”
El model de I'ajust induit és quan els centres actius varien lleugerament la forma
perqué el substrat hi encaixi millor. En aquests casos el simil utilitzat és: “Com el guant
(enzim) s’adapta a la ma (substrat).
Hi ha tres graus d’especificitat :
Especificitat absoluta. Quan un enzim tan sols actua sobre un substrat.
Especificitat de grup. Quan I'enzim actua sobre un grup de molécules
determinats, tots els R-glucosidics, per exemple.
Especificitat de classe. La menys especifica, ja que la funcié de I'’enzim no

ve determinada per la molécula siné pel tipus d’enlla¢ que aquesta conté.

substrat productes finals

/

lloc actiu lliure
per unir-se a una
altra molécula de

substrat

lloc actiu

’\\

comblex
enzimsubstrat

enzim enzim inalterat

Figura 7. Procés de I'activitat enzimatica des que el substrat es posiciona al lloc actiu fins que

en resulten els productes finals

1.2.3.3. Cinética de l'activitat enzimatica. En una reaccié enzimatica
amb l'enzim constant, si augmenta la quantitat de substrat augmenta també Ia
velocitat de reaccid. Aixo és degut a que quan la quantitat de substrat augmenta,
augmenta amb ella la probabilitat de que cada enzim s’hagi trobat amb el seu substrat.
Tot i aixi, hi ha un moment en qué la velocitat de reacci6 deixa d’'incrementar. Aquest
moment €s quan tots els enzims ja estan enllacats amb els substrats pertanyents i es
diu que hi ha saturacié enzimatica. A partir d’aquest fet, Leonor Michaelis i Maud

Menten van definir la constant de Michaelis-Menten. Aquesta constant (Ky) és la

14
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concentracio del substrat en la qual la veloccitat de reaccid és la meitat de la velocitat
maxima.
A partir d’aixd van proposar una equacid per a calcular la velocitat de la reaccio

enzimatica segons les diferents concentracions de substrat.

— Vmax [S]
K, +|S]

1.2.3.4. Nomenclatura i classificacié dels enzims. Per anomenar un
enzim, anomenem primer el nom del substrat en el qual fa la funci6 enzimatica,
després el coenzim?, i per ultim i si n’hi ha, la funcié que fa. Generalment, s'anomena
unicament el nom del substrat acabat en -asa (de I'amilosa, amilasa; de la lactosa,
lactasa; etc.).

1.2.3.5. Enzim Amilasa. Es un enzim que va ser descobert per primera
vegada per Anselme Payen el 1833. Permet la descomposicio del midé en glucoses
per a ser assimilat per I'organisme. La sintesi d’aquest enzim es produeix a les
glandules salivals, ja que el midé es descomposa a la boca per la saliva, i també al
pancrees. En menor quantitat, també es secreta al fetge i a les Trompes de Fal-lopi.
Té una vida mitja de 3 hores. L'amilosa és degradada per la a-amilasa i 'amilopectina
per la B-amilasa. Tots dos enzims fan el mateix, hidrolitzar per a separar en maltoses i
glucoses el mido.
Els nivells d’amilasa es poden mesurar tant per una analisi d’orina com per una de
sang.
No es coneix cap malaltia per la que hi hagi una produccié nul-la d’amilasa, ja que
sind no es podria viure, perqué és un dels enzims més importants que hi ha.
La hiperamilasémia (nivells alts d’amilasa a la sang) es pot donar per diversos factors.
Un d’'aquests és a causa d’alguna anomalia al pancrees. Com que aquest organ
secreta amilasa, si es dona una pancreatitis (inflamacid del pancrees) en secreta més

del que ho fa habitualment. També pot provocar una pujada d’amilasa el cancer de

*Molécula organica que s’'uneix a un apoenzim (part protéica d’'un enzim) amb enllagos febles i actua
com a transportador de grups quimics. Es transforma durant la reaccié.
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pancrees, de mama, d’ovaris o d’ossos. De fet, 'amilasa és un dels marcadors® del
cancer.

Un altre factor és a causa d’una insuficiencia renal. Com que els ronyons no depuren
la sang, aquesta va acumulant enzims, toxines i altres particules.

La fibrosi quistica també pot provocar pujades d’amilasa si la mocositat obstrueix els
conductes pancreatics que transporten substancies fins a l'intesti prim per a digerir
I’aliment.

Una producci6 insuficient d’aquest enzim pot provocar diabetis en casos greus i mala
digestidé en casos més lleus. Per aquest motiu es venen comprimits d’amilasa. Aquesta

amilasa s’'obté a partir de bacteris halofils®.

1.3. Acids nucleics. S6n biomolécules organiques formades per carboni (C),

hidrogen (H), oxigen (O), nitrogen (N) i fosfor (P). El nom d’acids nucleics ve donat pel
fet que son compostos acids i es troben principalment al nucli de les cél-lules
eucariotes, tot i que també poden trobar-se dins els mitocondris i els cloroplasts. En
les cel-lules procariotes es troba dispers pel citoplasma. Estan constituits per
nucleotids, que estan formats per una pentosa, una base nitrogenada i un fosfat.

1.3.1. Nucleotids. Els nucledtids s’uneixen entre ells per mitja d’enllagos éster
o fosfodiéster, que es donen entre el grup fosfat d’'un nucledtid i el carboni 3 d’un altre.
Si a un nucleotid li falta el grup fosfat s’anomena nucleosid. La pentosa pot ser ribosa
(ARN) o desoxirribosa (ADN). Les bases, que son la part més essencial dels
nuclteotids, sén adenina (A), guanina (G), timina (T) i citosina (C) en TADN i A, G, Ci
uracil (U) en 'ARN. Les bases puriques son I'adenina i la guanina. Les primidiniques
son la citosina, la timina (exclusiva a I’ADN) i l'uracil (exclusiu a 'ARN). Contenen

també un grup fosfat H3PO,.

°Els marcadors del cancer o tumorals sén substancies produides per cél-lules canceroses o per altres
cel-lules en resposta a un tumor (benigne o maligne, en general aquest ultim) dins I'organisme. Els
marcadors acostumen a ser substancies que de normal ja secreten les cél-lules, encara que ho fan en
concentracions més elevades en preséncia d’'un tumor.

®Bacteris que habiten zones d’elevada salinitat.
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Pentosa | Ribosa (ARN) ] Bases pariques

Desoxirribosa (ADN)

|:| Bases primidiniques

ADN Aamb|T
Glamb C
Base
ARN Aamb|U
Glamb C
NUCLEOSID
Fosfat .
NUCLEOTID

Figura 9. Distincio entra nucleotid i nucleodsid i la formacié de 'ADN i TARN

1.3.2. Acid desoxiribonucleic (ADN). Es la molécula que conté tota la
informacié bioldgica d’un individu transmesa pels seus progenitors. En general té
estructura lineal, que vol dir que té una sola sequéncia de bases nitrogenades. Pot
presentar també estructura de doble helix quan hi ha dues cadenes unides entre si
mitjangant ponts d’hidrogen. LA i la T s’enllagen entre elles mitjangant dos ponts

d’hidrogen i la G i la C mitjangant-ne tres. Alguns virus complexos son de doble
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cadena, en els que hi ha hagut copia de bases i complementacié d’aquestes entre
elles (Aamb Ti C amb G).

L'estructura del DNA va ser descoberta per Rosalind Franklin a la Universitat de
Cambridge, encara que el Premi Nobel a la Fisiologia i Medicina del 1962 va ser
aconseguit per Watson, Crick i Wilkins per la descoberta de I'estructura de I'’ADN

copiada a Frankilin.

2. TEORIA “UN GEN-UN ENZIM”
Va ser proposada pel metge anglés Archibald Garrod I'any 1909, sent aixi el primer en
proposar que els enzims son determinats pels gens.
La teoria és que cada gen fa que es sintetitzi un enzim determinat. Aixd s’explica per
la transcripcié i la traduccio. Per aquests processos, per la informacio que duu un gen
determinat es formen aminoacids que, per la seva seqliencia de bases, s’especialitzen
en un gen determinat.
Garrod va arribar a aquesta teoria després de la investigacié de l'alcaptonuria. Els
simptomes d’aquesta malaltia eren I'ennegriment dels cartilegs i I'ennegriment de
'orina en contacte amb l'aire. Va fer comparacions genealogiques fins a arribar a la
conclusi6 de que era una malaltia hereditaria autosomica’ recessiva® i per mitja
d’analisis cliniques va descobrir que l'alcaptonuria era causada per una acumulacié
d’acid homogentistic dins I'organisme. En condicions normals, aquest acid és eliminat
per accié d’'un enzim, ja que la funcié dels enzims és permetre que tot funcioni de
manera adequada i, a més, que algunes reaccions es realitzin de manera més rapida.
Gracies als seus estudis va obrir la porta del coneixement pel que refereix a les
malaties hereditaries i la relaci6 que tenen aquestes amb la incapacitat d’alguns
individus per a sintetitzar un enzim determinat.
Van continuar amb experiments semblants sobre la relacié entre gens i substancies
Edward Lawrie Tatum i George Wells Beadle investigant amb la floridura del pa
(Neurospora crassa). ElI 1958 van obtenir tots dos el Premi Nobel de Medicina per

haver confirmat la hipotesi de Garrod.

"Que afecta els cromosomes somatics o autosomes, els que van de I'1 al 22.
8S’han d’heretar els dos gens perque es manifesti.
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Expressié genica®:

Citoplasma N

ADN

OO

Transcripcion

» ARNt

« Proteina
Traduccion %

;E’

Ribosoma
(Complejo ARNr/Proteinas) =

/

Membrana
Celular

Figura 10. Procés pel qual 'ADN passa a proteines i amb el qual s’explica la realcié entre

gens i enzims.

En aquest dibuix esta expressat el procés de conversido de 'ADN en proteines. Per

comencar, el RNA missatger es copia la informacié d’'una sola hebra del DNA. Aquest

procés té lloc al nucli, i s'Tanomena transcripcié. A continuacié, aquest RNA missatger

es col-loca entremig de les dues bases globulars dels ribosomes, formades per RNA

°Procés pel qual tots els microorganismes procariotes i cél-lules eucariotes transformen la informacié

dels acids nucleics en proteines.
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ribosomic. Cada sequéncia de tres aa de I'RNA missatger s'anomena codo, i és
complementaria a I'anticodé de I’'RNA transferent, que transporta aa. Quan el codod i
'anticod6 s’ajunten, I'aa s’allibera i queda enganxat al ribosoma fins que n’hi ha
cinquanta o0 més, que es forma una proteina. Tot aquest procés es denomina
traduccio. Finalment aquestes proteines s’especialitzen en enzims o bé van a parar a
la membrana de la ceél-lula que les ha format per a permetre I'’entrada i sortida de
substancies.
3. ACTIVITAT ENZIMATICA.

L’activitat enzimatica és el procés pel qual un enzim i un substrat s’ajunten i 'enzim el
catalitza, duent a terme aixi una activitat necessaria perqueée tot funcioni correctament
dins I'organisme.

Desnaturalitzaci6. La desnaturalitzacio és la pérdua de la estructura terciaria i fins i
tot la secundaria, que es produeix per agitacio, canvi de temperatura o canvi de pH i
com a consequéncia la inactivitat de I'enzim. En la desnaturalitzacid6 acusada per
agitacio, trobem I'exemple de la clara de I'ou, que passa d’estat liquid a espumés per
agitacio. En el canvi de temperatura, la permanent dels cabells n’és un exemple, ja
gue la temperatura trenca les estructures que donen forma al cabell fins a deixar
’estructura primaria, que és la forma llisa del cabell. Pel que fa a la desnaturalitzacié
per pH, trobem I'exemple del matd, que canvia d’estat a I'entrar en contacte amb acid
a una temperatura determinada. Aix0 provoca una péerdua de la funcié enzimatica, i

amb ella, la velocitat de reaccié o inclis la seva activitat enzimatica.

3.1. Factors que afecten I'activitat enzimatica. Aquests factors sén tals com:

Influencia de la temperatura. L’energia calorifica augmenta la mobilitat de
les molecules i, per tant, el nombre de trobades moleculars. Tot i aixi hi ha una
temperatura optima per a cada enzim, en la qual I'activitat enzimatica és la maxima. Si
la temperatura augmenta o disminueix es produeix la desnaturalitzacio

Influéncia del pH. Tots els enzims tenen un pH optim, en el qual presenten

maxima eficacia. Tot i aixi, també tenen valors de pH limits tant basics com acids. Un
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traspas d’aquests valors provoca disfuncidé enzimatica ja que els enzims es
desnaturalitzen i deixen d’actuar.

Inhibidors. Sén substancies que limiten I'activitat de I'enzim o li impedeixen
actuar. Poden ser perjudicials o bé beneficiosos (penicil-lina, per exemple). Per aixo,
alguns inhibidors soén (tils contra les malalties infeccioses.

Hi ha dos tipus d’inhibicio, la reversible i la irreversible.
Inhibicié irreversible o enverinament de I’enzim. Es ddéna quan
I'inhibidor es posiciona al centre actiu de I'enzim i, com a consequéncia, 'inutilitza.
- Inhibici6 reversible. Té lloc quan no s'’inutilitza el centre actiu, sind quan
aquest només s’inhabilita temporalment. N’hi ha dues menes, la competitiva i la no
competitiva.

- Inhibicié reversible competitiva. Es produeix quan l'inhibidor i el

substrat son similars. En aquest cas, competeixen per a posicionar-se al centre actiu.
Quan s’hi posiciona l'inhibidor, I'enzim queda inhabilitat de funcié fins que l'inhibidor
marxa.

- Inhibicio reversible no competitiva. Es produeix quan l'inhibidor

es fixa al conjunt enzim-substrat sense deixar-ne sortir el producte, o bé es posiciona

al centre actiu i no permet que el substrat s’enllaci amb I'enzim.
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PART PRACTICA

La part practica consisteix en fer una valoracié qualititativa sobre la presencia o
abséncia de midd en una dissolucié formada per aquest polimer i 'enzim amilasa en
temperatures extremes del cos huma. Les temperatures son 33.5°C, 34.5°C, 41.5°C |
43.5°C

1.DISSENY EXPERIMENTAL

Hipotesi. Potser I'efecte de I'enzim amilasa encara és efectiu quan el substrat sobre el
gue actua sobrepassa els 41.5°C o quan es troba per sota dels 34.5°C. Potser a
34.5°C i a 41.5°C I'enzim fa una funcié diferent en contacte amb el substrat sobre el
gue actua en 10 i en 15 minuts.

Problema. Pot ser que a 34.5°C i a 41.5°C I'efecte de I'amilasa sobre el mid6é encara
sigui efectiu? Pot ser als 10 minuts de reaccio entre enzim i substrat el midé no sigui
igual d’hidrolitzat que 5 minuts més tard?

Variable independent. Temperatura a la que s’exposen el midé i la dissolucio

d’amilasa.

Variable dependent. Capacitat de I'amilasa per a hidrolitzar el midé en unes

temperatures uns graus per sobre i per sota de la seva temperatura optima.
Control de variables.

- Mateixa quantitat de dissolucié de midd, aigua destil-lada i saliva

- Mateixa quantitat de reactius

- Mateix temps de reaccié (dissolucions amb els reactius), menys en la
comparacié de temps, obviament

- Temperatura constant
Grup control. Dos tubs d’assaig amb la mateixa dissolucié que els de 33.5°C, 34.5°C,
41.5°C i 43.5°C pero a 37°C, per a comparar els resultats obtinguts a temperatures
més altes i baixes que la optima amb els obtinguts a la temperatura optima, quan els
enzims tenen la maxima eficacia.

Procediment.
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- Preparem la dissolucié de mido i filtrem la saliva

- Preparem dos tubs d’assaig per a cada temperatura, en total 10, que
continguin dissolucié de midé i saliva filtrada, i dos més per a la prova dels 10 minuts
per a 41.5°C i 34.5°C, en total 14.

- Posem dos tubs d’assaig a cadascuna de les temperatures i un el fem
reaccionar amb Lugol i I'altre amb Fehling.

- Fem repliques

- Apuntem els resultats i traiem conclusions.

2. MATERIAL | PROCEDIMENT

MATERIAL (sense comptar repliques):

paper de filtre

- 1 embut de vidre

- 2 vasos de precipitats

- 14 tubs d’assaig

- 1bascula

- 1espatula

- 1 placa refractora

- 1 recipient metal-lic de diametre inferior al de la placa refractora on posar els
tubs

- pinces

- 1 vidre de rellotge

- 1 pera d’aspiracio

- 1 pipeta de 20mL

- 1 matras aforat de100mL

- comptagotes

- Mido6 de blat

- Lugol

- Reactiu de Fehling
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PROCEDIMENT:

1.

Obtencid de I'enzim amilasa:

Glopegem aigua i després masteguem paper de filtre per a estimular la
produccio de saliva, que conté amilasa. Aquesta s’escup a un embut amb paper
de filtre amb un vas de precipitats a sota fins a arribar a 2ml. Tot seguit passem
el contingut a un tub d’assaig.

Quan ja tenim la saliva, agafem els 2ml que hem obtingut i la barregem amb

20 ml d’aigua destil-lada.

Obtencio de la dissolucié de midé:

Agafem un matras aforat de 100 ml, hi tirem aigua destil-lada i enrasem amb
I'ajuda d’'un comptagotes fins a 100 ml. Traspassem el contingut del matras a

un vas de precipitats i hi afegim els 2g de mid6. Homogeneitzem.

Valoracio de presencia de middé amb variacié de temperatura:

Agafem 2ml de la dissolucié de midé i ho barregem amb 2ml d’aigua destil-lada
i 2ml de la dissolucié de I'amilasa.

Posem els tubs d’assaig al bany maria en cinc recipients a cinc temperatures
diferents: 37°C, 33.5°C, 34.5°C, 41.5°C i 43.5°C i es deixem durant 15 minuts
perqué lI'amilasa hidrolitzi el mido, a excepcid6 d’'1 mL de cada una de les
dissolucions a 34.5°C i 41.5°C. Aquest mL de cadascuna es deixa a la
temperatura modificada durant 10 minuts.

A continuacié prenem 1ml de cada un dels tubs d’assaig al bany maria i els
afegim unes gotes de Lugol. Si 'enzim ha fet efecte, donara negatiu i per tant

no canviara de color.

Valoracié de preséncia de carbonis carbonils lliures:

Agafem 1ml de cada una de les dissolucions preparades (midd, amilasa i aigua
destil-lada a 37°C, 33.5°C, 34.5°C, 41.5°C i 43.5°C)

Posem els tubs d’assaig al bany maria en cinc recipients a cinc temperatures
diferents: 37°C, 33.5°C, 34.5°C, 41.5°C i 43.5°C i es deixem durant 15 minuts
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perqué I'amilasa hidrolitzi el mido, a excepcié d’1 mL de cada una de les
dissolucions a 34.5°C i 41.5°C. Aquest mL de cadascuna es deixa a la
temperatura modificada durant 10 minuts.

- Seguidament afegim 1mL del Reactiu de Fehling i 'escalfem. Si varia de color

vol dir que té carbonis carbonils lliures i si es queda blau, que no.

3. PRACTICA AL LABORATORI

1. Preparem de la dissolucié enzimatica amb 2ml de saliva filtrada i 20ml d’aigua
destil-lada.

2. Preparem de la dissolucié de 100ml de midé al 2%.

3. Preparem dos tubs d’assaig amb 2ml de la dissolucié enzimatica, 2ml de la
dissoluciéo de midé i 2ml d’aigua destil-lada i els posem al bany maria a 37°C
durant 15 minuts, amb I'ajuda d’unes pinces, una placa refractora i un recipient
metal-lic.

4. Transcorreguts els 15 minuts, afegim a un tub d’assaig unes tres o quatre gotes
de Lugol.

5. Alaltre tub d’assaig I'hi afegim 1ml de reactiu de Fehling i el posem a escalfar

fins que varii de color.

RESULTAT: A l'afegir Lugol dins al tub d’assaig s’ha tornat d’un color grogés-
marronds. Aquesta coloracié marronosa (fosca en general) es deu a que el midoé no
estava ben hidrolitzat i per tant ha reaccionat. Tot i aixi no s’ha tornat negre o lilés
opac, el que indica que una part del midé si que ha estat hidrolitzat per I'amilasa
salival.

A l'afegir Fehling i deixar-ho escalfar, el contingut del tub d’assaig s’ha tornat d’'un
color marrnés-taronjos. Aixo significa que una part del midé ha estat hidrolitzada i una

altra no, per aquest motiu la dissolucié és marronosa (el marré s’obté, entre d’altres
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maners, barrejant blau i taronja). El color es deu al blau del midé no hidrolitzat i el
color taronja al midoé hidrolitzat. Al retirar el liquid superficial el cul del tub d’assaig ha
resultat ser taronja, per tant el midé que es trobava en aquesta zona determinada ha
estat completament hidrolitzat. Aixo significa que tot i que s’ha hidrolitzat una part del
mido i s’han separat les glucoses (per aixd s’ha tornat taronja una petita part del tub
d’assaig) una altra part no, encara hi havia midé i per aixo0 s’ha mantingut de color

blau.

Figura 11. Tub d’assaig amb la dissolucié enzimatica, de mid6 i aigua destil-lada després

d’afegir-hi unes gotes de Lugol.

Figura 12. Tub d’assaig amb la dissolucié enzimatica, de mido i aigua destil-lada després

d’afegir-hi Fehling i deixar-ho escalfar.
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Figura 13. Tub d’assaig que contenia la dissoluci6 mencionada anteriorment. Semblava que
no havia reaccionat cap part de la dissolucié pero al llencar la part de la dissolucié blava es va

veure aquesta zona taronja.

CONCLUSIO: Interpreto, veient els resultats, que el contingut d’amilasa a la dissolucié
potser ha estat massa baix i per aquest motiu no s’ha hidrolitzat completament el

mido.

A2:
Observant el resultat i la conclusio de la practica Al, he repetit la practica amb una
concentracio d’amilasa més elevada.

1. Filtrem 6 ml de saliva sense diluir-la (3ml a cada tub d’assaig).

2. Preparem de la dissolucié de 100ml de mido al 2%.

3. Preparem dos tubs d’assaig amb 3ml de saliva filtrada, 2ml de la dissolucio de
mido i els posem al bany maria a 37°C durant 15 minuts, amb I'ajuda d’'unes
pinces, una placa refractora i un recipient metal-lic.

4. Transcorreguts els 15 minuts, afegim a un tub d’assaig unes tres o quatre gotes
de Lugol.

5. Alaltre tub d’assaig I'hi afegim 1ml de reactiu de Fehling i el posem a escalfar

fins que varii de color.

RESULTAT: A l'afegir Lugol dins al tub d’assaig s’ha tornat d’'un color grogés tot i que
encara conserva una part de color fosc com abans, encara que no tant. Aquesta
coloraci6 fosca es deu a que el midd no estava ben hidrolitzat i per tant ha reaccionat.
Tot i aixi no s’ha tornat negre o lilés opac, el que indica que una part del midé si que
ha estat hidrolitzat per 'amilasa salival.

A l'afegir Fehling i deixar-ho escalfar, el contingut del tub d’assaig s’ha tornat taronja,
per tant el midé s’ha hidrolitzat completament i les seves glucoses han reaccionat amb

Fehling.
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Figura 14. Tub d’assaig que conté dissolucié de mido i saliva filtrada amb unes gotes de Lugol.
Podem comprovar que aquesta dissolucié és molt més grogosa que la corresponent de la

practica Al.

R

Figura 15. Tub d’assaig que conté la dissolucié esmentada anteriorment després de Fehling i
deixar-la escalfar. Podem comprovar que la dissoluci6 és molt més taronjosa que la

corresponent de la practica Al.

CONCLUSIO: Interpreto, veient els resultats, que el contingut d’amilasa a la dissolucié
segueix sent massa baix. Tot i aixi, com que els resultats s’aproximen més als que
hauriem d’assolir ( amb Fehling taronja completament i amb Lugol que es mantigui
groc), aixo indica que és la concentracid enzimatica i no la temperatura o qualsevol

altre variable el que fa que variin els resultats entre les practiques Al i A2.

B:

Repetim el mateix procediment que en la pracitca A2 a 43.5°C.

RESULTAT: A lafegir el Lugol, la dissolucié dins el tub d’assaig s’ha tornat

completament fosca, el que indica que no s’ha hidrolitzat el mido.
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A I'afegir Fehling i deixar-ho escalfar, el tub d’assaig no ha variat el seu color i s’ha

mantingut blau.
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Figura 16. Tub d’assaig amb dissolucié de midé i saliva filtrada a I'afegir-hi unes gotes de

Lugol. El midé no s’ha hidrolitzat i per aixd el Lugol el detecta tot.

Figura 17. Tub d’assaig amb la reaccié esmentada després d’afegir-hi Fehling i deixar-ho
escalfar. S’ha mantingut blau, per tant el midé no ha estat hidrolitzat i per aquest motiu no

reacciona.

CONCLUSIO: Els resultats d’aquestes dues proves (deteccié de midé amb Lugol i no
detecci6 de carbonis carbonils lliures amb Fehling) confirmen la impossibilitat de

I’enzim amilasa per a hidrolitzar al mid6 a 43.5°C
C:
Repetim el mateix procediment que en la practica A2 a 33.5°C.

RESULTAT: A [lafegir el Lugol, la dissolucié dins el tub d’assaig s’ha tornat

completament fosca, el que indica que no s’ha hidrolitzat el midoé.
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A I'afegir Fehling i deixar-ho escalfar, el tub d’assaig no ha variat el seu color i s’ha

mantingut blau.
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Figura 18. Tub d’assaig amb dissolucié de midd i saliva a I'afegir-hi unes gotes de Lugol. El

midé no s’ha hidrolitzat i per aixd el Lugol el detecta tot.

Figura 19. Tub d’assaig amb la reaccié esmentada després d’afegir-hi Fehling i deixar-ho
escalfar. S’ha mantingut blau, per tant el midé no ha estat hidrolitzat i per aquest motiu no

reacciona.

CONCLUSIO. Els resultats d’aquestes dues proves (deteccié de midé amb Lugol i no
detecci6 de carbonis carbonils lliures amb Fehling) confirmen la impossibilitat de

I’enzim amilasa per a hidrolitzar al midé a 33.5°C

D:

Repetim el mateix procediment que en la practica A2 a 34.5°C.

- 10 MINUTS:
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Agafem 1ml de la dissolucio dels tubs d’assaig que estan al bany maria a 34.5°C.
RESULTAT. A l'afegir Lugol, la dissolucié del tub d’assaig s’ha tornat de color groc
formant una lleugera capa més fosca a la superficie de la dissolucio, el que indica que
el midé esta practicament completament hidrolitzat, per aixo es queda de color grog,
perqué no se’n detecta la presencia.

A l'afegir Reactiu de Fehling i posar-lo a escalfar ha quedat d’un color blau amb una
coloracié6 marronosa a la superficie (barrreja de blau i taronja). Demostra que, encara
gue el midoé no esta hidrolitzat del tot, ho esta en una part. Potser si hagués estat més

estona escalfant-se el color s’hagués tornat més taronjés.

Figura 20. Tub d’assaig amb dissolucié de midé i amilasa després d’afegir-li Lugol. Es groga

perod fa una lleugera capa més fosca a la superficie.

Figura 21. Tub d’assaig amb dissolucié de mido i amilasa després d’afegir-li Fehling i posar-ho

a escalfar. Coloracio blavosa amb una part marronosa.

CONCLUSIO. Tot i que comparant els resultats de la figura 21 amb els de la figura 22
veiem que probablement al tub d’assaig amb Fehling li falta una estona de calor,
fixant-nos en el del Lugol veiem que el mid6 esta practicament hidrolitzat, i que per
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tant als 10 minuts de reaccié entre enzim substrat a 34.5°C I’'amilasa encara duu a

terme la seva funcié amb relativa normalitat.

- 15 MINUTS:

Agafem la resta de dissolucié que contenen els tubs d’assaig.

RESULTAT. Després d’afegir Lugol a la dissolucio, aquesta ha quedat de color groc

sense cap indici de presentar una coloracié fosca tipica del Lugol. En el cas de
Fehling, queda blau amb una petita part de color taronja.

Figura 22. Dissolucié de midé i amilasa a 34.5°C durant 15 minuts, en la qual el Lugol no ha

pogut reconeixer midé.

Figura 23. Dissolucié de mido i amilasa durant 15 minuts a 34.5°C, en la qual s’hi ha afegit

Fehling i gairebé no ha reaccionat.

CONCLUSIO. Després d’ajuntar la dissolucié de midé amb enzim amilasa i deixar-ho
a 34.5°C, veiem que I'enzim és capag d’hidrolitzar practicament tot el midé i per aquest
motiu déna negatiu a Lugol, per aixd queda de color groc, i gairebé negatiu del tot a
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Fehling, per la qual cosa queda de color blau amb una mica de coloraci6 taronjosa al
fons del tub d’assaig. Pot ser que es degui a que no estava homogeneitzat del tot, el

mido.

- COMPARACIO:
Entre les proves realitzades amb la dissolucions dels tubs d’assaig a 34.5°C a 10
minuts i 15 minuts, observem que a les proves realitzades als 10 minuts contenen més
mido que les de 15 ja que amb Lugol mostraven una coloracio lleugerament més fosca
a la superficie i amb Fehling s’ha posat marronosa una part més gran que als 15

minuts. Per tant dels 10 als 15 minuts el mid6 s’ha seguit hidrolitzant.

E:

Repetim el mateix procediment que en la practica A2 a 41.5°C.
- 10 MINUTS:
Agafem 1ml de la dissolucié dels tubs d’assaig que estan al bany maria a 41.5°C.

RESULTAT. A I'afegir Lugol a la dissolucid, aquesta s’ha tornat de color gris i una mica

violeta i a I'afegir-li Fehling i escalfar-ho s’ha tornat d’un color groc fort.

Figura 24. Dissolucio de mido i amilasa a 41.5°C durant 10 minuts. Lugol ha donat positiu, per

tant s’ha identificat mido.
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Figura 25. Dissolucié de mido i amilasa a 41.5°C durant deu minuts. Ha reaccionat
amb Fehling al posar-ho a escalfar i ha donat positiu, per tant ha identificat carbonis
carbonils lliures.

CONCLUSIO. Veient que totes dues proves han donat positiu perd no en el seu
maxim (la prova de Lugol ha donat gris enlloc de negre i la de Fehling ha donat groc
enlloc de taronja), podem dir que en 10 minuts a 41.5°C el midé ha estat parcialment
hidrolitzat.

- 15 MINUTS:
Agafem 1ml de la dissolucié dels tubs d’assaig que estan al bany maria a 41.5°C.

RESULTAT. Al'afegir Lugol, la dissolucié s’ha tornat de color gris i a I'afegir reactiu de

Fehling i escalfar-ho, s’ha tornat d’'un color taronja fosc.

Figura 26. Dissolucié de midd i amilasa a 41.5°C durant 15 minuts. Presenta una

coloracio gris clar després d’afegir-hi unes gotes de Lugol.
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Figura 27. Dissolucié de midé i amilasa a 41.5°C durant 15 minuts després d’afegir-hi

reactiu de Fehling i deixar-ho escalfar. S’ha tornat d’un color taronja molt fosc.

CONCLUSIO. Com que a 41.5°C durant 15 minuts la dissolucié s’ha tornat de color
gris fosc amb Lugol i taronja molt fosc amb Fehling, podem determinar que a 41.5°C el

mid6 no es pot hidrolitzar del tot. Tot i aixi se n’hidrolitza una gran part.

- COMPARACIO:
Entre les proves realitzades a 41.5°C amb una variacié de 5 minuts, veiem que les de
10 minuts contenen més midd, el que es veu perqué la coloracié després de Lugol és
més fosca i la de després de Fehling és d’'un color molt més clar que la realitzada 5
minuts més tard. Aquesta Ultima presenta una coloracié gris clar amb Lugol i taronja
molt fosc amb Fehling. Per tant, el midé esta més hidrolitzat als 15 minuts que als 10

minuts.

INTERPRETACIO GRAFICA DELS RESULTATS:

Quan dona positiu a Fehling és perqué el midé s’ha descomposat en glucoses, i com
gue tenen el carboni carbonil lliure reaccionen. Si dona negatiu és perque hi ha
presencia de mido.

Déna positiu a Lugol davant de llargues cadenes de glucoses alfa en vegetals, és a

dir, mido.
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Quantitat | Tempera- | Temps Positiu (+) | Positiu (+) | Preséncia
amilasa tura per a [ /Negatiu | /Negatiu | de midd
hidrolitza- | (-) a Lugol | (-) a
cio Fehling
Al 2 ml | 37°C 15 min +/- +/- Parcial
(diluida)
A2 3 ml 37°C 15 min + - No
B 3ml 43.5°C 15 min - + Si
3ml 33.5°C 15 min - + Si
D 3 ml 34.5°C 10 min +/- +/- Parcial
(No)
D 3 ml 34.5°C 15 min - +/- Parcial
(No)
3ml 41.5°C 10 min +/- +/- Parcial
3ml 41.5°C 15 min +/- +/- Parcial
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Temps (minuts)

33.5 34.5 37 41.5 43.5

e Serie 1 Serie 2 Temperatura (2C)

Figura 28. La grafica representa I'activitat de 'enzim amilasa a diferents temperatures i temps
per a la hidrolitzacid. La serie 1 representa els resultats obtinguts en 10 minuts a la

temperatura marcada i els de la séerie 2 sén els corresponents a 15 minuts.

Com que les proves realitzades amb el resultat de les dissolucions de mido i amilasa a
diferents temperatures i temps d’hidrolitzacié sé6n qualitatives i no quantitatives, el
grafic és aproximat. A part, només comptem amb les dades que a 37°C l'amilasa
presenta la seva maxima activitat enzimatica, que a 34.5°C i a 41.5°C hi ha hidrolisi
parcial (en una més que n l'altra) i que a 33.5°C i a 43.5°C no hi ha hidrolisi del midoé a
causa de la desnaturalitzacio, que li impedeix dur a terme la seva funcié enzimatica.
Per tant, encara que el grafic mostri que a partir d’aquestes dues temperatures no hi

ha hidrolisi, pot ser que la impossiblitat de I’enzim per a hidrolitzar es doni abans.
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CONCLUSIO

Amb la realitzacié de la part practica i tots els coneixements aportats per la part
teorica, he pogut corroborar una part de la hipotesi i desmentir-ne una altra: I'enzim
amilasa no és efectiu a una temperatura de 33.5°C o per sota ni tampoc de 43.5°C o
per sobre. Per altra banda, I'enzim és mitjanament efectiu a 34.5°C ja que dodna
negatiu a Lugol i mig positiu a Fehling. A 41.5°C I'enzim perd una part de la seva
funcié ja que dona mig positiu a Lugol i mig positiu a Fehling. Aixi doncs, a 34.5°C
encara hi pot haver vida, mentre que a 41.5°C ja és més dificil perque comenca a
haver-hi disfuncié enzimatica o bé els enzims duen a terme la seva funcié amb més
temps del que és habitual.

A part, tant a 34.5°C com a 41.5°C, I'enzim amilasa mostra més capacitat d’hidrolitzar

el mido als 15 minuts que als 10 minuts.
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