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ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ ΜΕ ΤΟ Multi Log
ΔΙΑΣΠΑΣΗ ΤΟΥ Η2Ο2 ΠΑΡΟΥΣΙΑ ΕΝΖΥΜΟΥ(ΚΑΤΑΛΑΣΗ)
Επιμέλεια παρουσίαση : Ν. Παπαδοπούλου Βιολόγος,
Δρ.Ιατρικής Σχολής Παν. Αθηνών.
Εισαγωγή:
Όταν εφαρμοστεί διάλυμα Η2Ο2 3% σε μια πληγή στο δέρμα , το υπεροξείδιο του Υδρογόνου διασπάται παράγοντας φυσαλίδες οξυγόνου. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα το διάλυμα του Η2Ο2 να αφρίζει.
Το συστατικό που είναι υπεύθυνο για αυτή τη βίαια αντίδραση είναι ένα ένζυμο που ονομάζεται καταλάση και παίζει το ρόλο βιολογικού καταλύτη.

H2O2 καταλάση      Η2Ο + ½ Ο2
Η φυσική λειτουργία του ενζύμου αυτού είναι να αποτρέπει την συσσώρευση του υπεροξειδίου του υδρογόνου στον οργανισμό, καθώς μπορεί να προκαλέσει βλάβες στους ιστούς. Το υπεροξείδιο του υδρογόνου σχηματίζεται στον οργανισμό κατά τη διάρκεια αντιδράσεων οξείδωσης (από το ένζυμο  οξειδάση) στις οποίες συμμετέχει το οξυγόνο.
RH2 + O2→ R + H2O2
( όπου Η του μορίου R- υδρογονάνθρακες μεταφέρονται προς το οξυγόνο και παράγεται H2O2)
Η καταλάση είναι άφθονη σε ιστούς πολλών οργανισμών : μικροοργανισμών , ζώων και φυτών. 
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Βρίσκεται στα οργανίδια του ευκαρυωτικού κυττάρου που λέγονται Υπεροξυσώματα. Συγκεκριμένα, η καταλάση συντίθεται σε ελεύθερα ριβοσώματα και ενσωματώνεται μέσα σε 14΄στα υπεροξυσώματα χωρίς καμία μετατροπή του μορίου της. Φαίνεται ότι υπάρχουν υποδοχείς στην μεμβράνη των οργανιδίων που κάνουν την επιλογή των μορίων της καταλάσης και την μεταφορά της στο εσωτερικό.
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Σε αυτό  το πείραμα θα παρακολουθήσουμε την απελευθέρωση Ο2 από διάλυμα Η2Ο2 παρουσία ζύμης , χρησιμοποιώντας αισθητήρες πίεσης.

Απαιτούμενα Υλικά:

· 2 κωνικές φιάλες των 10mL
· 2 ελαστικά πώματα- ένα για κάθε φιάλη

· μια πλαστική σύριγγα των 2mL
· 2 βελόνες σύριγγας Νο 23

· 3 μικρούς ελαστικούς σωλήνες

· Διάλυμα Η2Ο2 3% 
· 1g ξηρή ζύμη

· 2 αισθητήρες πίεσης
· MultiLog
Σύνδεση εξοπλισμού:

· Συνδέστε το  MultiLog στη σειριακή θύρα του υπολογιστή.

· Συνδέστε τους αισθητήρες πίεσης στις θύρες Ι/Ο 1 και Ι/Ο 2 του MultiLog ( ενώ ήδη είναι ανοιχτό)
· Συναρμολογείστε τη συσκευή όπως φαίνεται στην εικόνα 1.
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· Ρυθμίστε το MultiLog όπως περιγράφηκε πιο πάνω .Μπορείτε να ρυθμίσετε το MultiLog , χρησιμοποιώντας τον πίνακα ελέγχου από το μενού καταγραφέας του λογισμικού DB-Lab.
· Τρυπάμε το πώμα με μια βελόνα Νο 23 μέχρι η άκρη της να εξέχει λίγο από το άλλο άκρο του. Στην άλλη άκρη της βελόνας που εξέχει από την πάνω πλευρά του πώματος ,συνδέουμε μια τρίοδη βάνα ,με ένα πολύ μικρό κομμάτι ελαστικού σωλήνα (ίσα –ίσα να κρατάει συνδεδεμένη τη βελόνα με την τρίοδη βάνα). Ένας αισθητήρας πίεσης συνδέεται στη βαλβίδα με ένα ακόμα κομμάτι ελαστικού σωλήνα .
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· Γυρίστε τη βαλβίδα μέχρι το άνοιγμά της να είναι κάθετο. Σ΄αυτή τη θέση ο αέρας μπορεί και διέρχεται από τη βαλβίδα .Για να σταματήσετε τη ροή του αέρα, γυρίστε τη βαλβίδα μέχρι το άνοιγμα να γίνει σχεδόν οριζόντιο.

· Με τον ίδιο τρόπο τρυπήστε και το άλλο πώμα .Σ΄αυτό θα συνδέσουμε την πλαστική σύριγγα με το διάλυμα Η2Ο2 3%.
Ρύθμιση MultiLog:

Είσοδος 1(input 1): Αισθητήρας πίεσης

Είσοδος 2(input 2): Αισθητήρας πίεσης

Ρυθμός(Rate) :1/sec
Δείγματα(samples):500
Πειραματική Διαδικασία:
1. Ζυγίστε 1g ξηράς ζύμης .Διαλύστε το σε 50mL νερό .Αναμείξτε το καλά ώστε να προκύψει ένα ομογενές διάλυμα.
2. Γεμίστε την πλαστική σύριγγα με 2mL διαλύματος Η2Ο2 3%.

3. Σημειώστε δυο μπουκάλια με τους αριθμούς 1 και 2 .

4. Προσθέστε στο μπουκάλι 1 , 8 mLνερό και 2mL  διαλύματος Η2Ο2 3%.

5. Προσθέστε στο μπουκάλι 2 , 4 mL νερό και 4mL από το διάλυμα της ζύμης. Ανακινείστε το διάλυμα ελαφρά.

6. Κλείστε καλά τα μπουκάλια με τα ελαστικά πώματα .
7. Συνδέστε στο μπουκάλι 2 , τη σύριγγα που είναι γεμάτη με το διάλυμα Η2Ο2 3%, μέσω της επιπλέον βελόνας που έχετε περάσει μέσα στο πώμα .

8. Χρησιμοποιώντας τον πίνακα ελέγχου από το μενού καταγραφέας του λογισμικού DB-Lab πατάμε το πλήκτρο λήψη δεδομένων.

9. Παρακολουθήστε το επίπεδο της πίεσης όπως καταγράφεται στην οθόνη του υπολογιστή.

10. Ανοίξτε τις βαλβίδες που είναι προσαρτημένες στα δύο μπουκάλια , μέχρι να επιτευχθεί ατμοσφαιρική πίεση περίπου 1000mbar στο καθένα.

11. Εγχύστε το διάλυμα Η2Ο2 3% από την πλαστική σύριγγα και κλείστε τις βαλβίδες στα δύο μπουκάλια ώστε να σταματήσει η ροή του αέρα .

12. Παρακολουθήστε τις αλλαγές της πίεσης ,όπως καταγράφονται στην οθόνη του υπολογιστή.

Ανάλυση δεδομένων:
1. Υπολογίστε τις αλλαγές της πίεσης στο καθένα από τα δύο μπουκάλια: Ποια ήταν η αρχική τιμή , ποια η τελική τιμή της πίεσης και ποια η διαφορά τους ανάμεσα στα δύο μπουκάλια; (Χρησιμοποιήστε τους δείκτες και το πλέγμα για να βρείτε τις αντίστοιχες τιμές .

2. Υπολογίστε το ρυθμό της αντίδρασης διάσπασης του Η2Ο2 :

Α)Για να προκύψει ο καθαρός ρυθμός αντίδρασης ,ετοιμάστε ένα καινούριο γράφημα: αφαιρέστε την καμπύλη που προκύπτει από το πείραμα ελέγχου, από αυτή του πειραματικού συστήματος. Επιλέξτε Περισσότερα από το μενού ανάλυση και ακολούθως (-)πλήν. 
Β)Ετοιμάστε την γραμμική παλινδρόμηση του γραφήματος αυτού, επιλέγοντας Γραμμική παλινδρόμηση από το μενού Ανάλυση .Η κλίση της γραμμής παλινδρόμησης αποτελεί τον καθαρό ρυθμό αντίδρασης που μετρήθηκε σε αυτό το πείραμα.
Στην συνέχεια παραθέτουμε ένα παράδειγμα γραφήματος του πειράματος :
Ερωτήσεις:

1. Ποια η διακύμανση της πίεσης σε σχέση με τη διάσπαση του Η2Ο2.
2. Συγκρίνετε τις μεταβολές της πίεσης στα δύο μπουκάλια. Εξηγείστε τη διαφορά.

3. Ποιο από τα μπουκάλια είναι ο μάρτυρας;

4. Γιατί χρειάζεται ο μάρτυρας σε αυτό το πείραμα;

5. Ποιο είναι το αποτέλεσμα της προσθήκης του διαλύματος της ζύμης στο μπουκάλι;

6. Ποιο συστατικό της ζύμης είναι υπεύθυνο για το παρατηρούμενο φαινόμενο;

7. Ποιο θα ήταν το αποτέλεσμα προσθήκης αυξανόμενων ποσοτήτων ζύμης στο ρυθμό της αντίδρασης;

8. Ποιο θα ήταν το αποτέλεσμα της αύξησης της θερμοκρασίας στα μπουκάλια κατά τη διάρκεια του πειράματος , στο ρυθμό της διάσπασης του Η2Ο2;
Επιπλέον εισηγήσεις:
1. Προσθέστε αυξανόμενη ποσότητα ζύμης στο μίγμα της αντίδρασης και παρακολουθήστε πώς εξελίσσεται η αντίδραση σε κάθε περίπτωση.

2. Συγκρίνετε τη δράση της καταλάσης της ζύμης με αυτή από άλλους οργανισμούς (π.χ. συκώτι από μοσχάρι)

3. Αλλάξτε τη συγκέντρωση του Η2Ο2 στο μίγμα της αντίδρασης. Παρατηρήστε το ρυθμό αντίδρασης .

4. Παρακολουθήστε τις αλλαγές της θερμοκρασίας που συμβαίνουν κατά τη διάρκεια της αντίδρασης. Εκτιμήστε την επίδραση της θερμοκρασίας στο ρυθμό διάσπασης του Η2Ο2.
    Πλεονεκτήματα από τη χρήση του MultiLog:
1. Γίνονται μετρήσεις σε πραγματικό χρόνο. Οι μαθητές βλέπουν τις φυσαλίδες του οξυγόνου που απελευθερώνονται κατά τη διάρκεια του πειράματος και αμέσως λαμβάνουν τα ποσοτικά δεδομένα της διαδικασίας.

2. Η χρήση ενός εύκολου στη λειτουργία συστήματος που καθιστά ικανούς τους μαθητές να σχεδιάσουν και να πραγματοποιήσουν πειράματα, ώστε να δώσουν απαντήσεις σε τυχόν ερωτήματα.

3. Η εκμάθηση και η σύγκριση της δράσης των βιολογικών καταλυτών, με την πραγματοποίηση συντόμων και απλών πειραμάτων και την ανάλυση των αποτελεσμάτων.

4. Η χρήση ευαίσθητων αισθητήρων πίεσης που επιτρέπουν την ανίχνευση μικρών αλλαγών.

5. Ο απλός και κατανοητός τρόπος για τον υπολογισμό της κλίσης στα γραφήματα και του απόλυτου ρυθμού της αντίδρασης.
ΦΥΛΛΟ ΕΡΓΑΣΙΑΣ ΓΙΑ ΤΟΥ ΜΑΘΗΤΕΣ

1. Ποια η διακύμανση της πίεσης σε σχέση με τη διάσπαση του Η2Ο2.
2. Συγκρίνετε τις μεταβολές της πίεσης στα δύο μπουκάλια. Εξηγείστε τη διαφορά.

3. Ποιο είναι το αποτέλεσμα της προσθήκης του διαλύματος της ζύμης στο μπουκάλι;

4. Ποιο συστατικό της ζύμης είναι υπεύθυνο για το παρατηρούμενο φαινόμενο;

5. Να εξηγήσετε τον καθαρό ρυθμό αντίδρασης που μετρήθηκε από την κλίση της καμπύλης γραμμικής παλινδρόμησης.

6. Ποιο θα ήταν το αποτέλεσμα προσθήκης αυξανόμενων ποσοτήτων ζύμης στο ρυθμό της αντίδρασης;

7. Ποιο θα ήταν το αποτέλεσμα της αύξησης της θερμοκρασίας στα μπουκάλια κατά τη διάρκεια του πειράματος , στο ρυθμό της διάσπασης του Η2Ο2;
PAGE  
7

