I.3.1.1.2. Determinarea activitdtii a-amilazei in saliva
(micrometoda Metais si Bieth, adaptata de Viad Artenie)

Principiul metodei. o-Amilaza hidrolizeazi in timp de 30
minute la 37°C, amidonul in solutie tampon de fosfati, cu pH 7,0. La
sfarsitul perioadei de incubare amidonul nescindat este dozat
spectrofotometric, la lungimea de unda A=580 nm, dupa coloratia violet pe
care o di cu iodul.

Reactivi. 1) Solutie de NaCl (ser fiziologic). Se dizolvd 0,9 g
cloruri de sodiu (NaCl) in 100 ml apa bidistilata.

2) Solutie tampon de fosfati M/15 cu pH=7,0. Intr-un balon cotat
de 250 ml se dizolva 4,8837 g de fosfat disodic (Na.HPO,+12H,0) si 0,4130
g de fosfat monopotasic(KH.PO,) in 150 ml api bidistilata. Se corecteaza
pH-ul solutiei la 7,0 cu ajutorul unui pH-metru si se completeaza la semn
cu apa bidistilata. Se conserva in sticla bruna la +4°C.

3) Solutie tampon de fosfati 30 %. Se prepara prin amestecarea a
30 ml solutie tampon de fosfati M/15 (reactiv 2) cu 70 ml apa bidistilata.

4) Solutie stoc de amidon 1% in solutie tampon de fosfati M/15 cu
pH=7,0. Se masoara 80 ml solutie tampon de fosfati M/15, cu pH=7,0
(reactiv 2) intr-un flacon conic de 150-200 ml si se aduce la fierbere. Intr-
un pahar Berzelius de 50-100 ml se suspendd 1 g de amidon in 10 ml
solutie tampon fosfati M/15 (reactiv 2). Suspensia de amidon se trece
cantitativ in cei 80 ml solutie tampon de fosfati M/15 in fierbere. Paharul
Berzelius se spala de 2-3 ori cu cate 5-10 ml de solutie tampon de fosfati
M/15 in care s-a turnat suspensia de amidon. Lichidele de spalare se
adaugd la solutia de amidon. Pentru distrugerea microorganismelor,
solutia de amidon se fierbe inca 3-5 minute pana devine clara. Dupa racire
solutia de amidon se transvazeaza cantitativ intr-un balon cotat de 100 ml.
Flaconul conic in care s-a preparat solutia de amidon, se spala de 2-3 ori cu
volume mici de solutie tampon de fosfati M/15 cu pH=7,0 (reactiv 2) care
se adauga in balonul cotat. Solutia de amidon preparata astfel este stabila
maximum 10 zile daca se pastreaza la +4°C.

5) Solutie de iod N/3000. Se va prepara extemporaneu (la
momentul utilizarii) prin diluarea a 0,33 ml solutie de iod 0,1 N (vezi
Reactiv 4, Lucrarea 1.1.7) cu apa distilata la 100 ml.

6) Solutie de acid clorhidric 1N. Se dilueaza 9 ml de acid clorhidric
(HCI) concentrat (d=1,19) cu apa distilata la 100 ml, intr-un balon cotat.

7) Solutie de acid clorhidric 0,1 N. Se dilueazia 10 ml solutie de acid
clorhidric 1N cu apa distilatd la 100 ml, intr-un balon cotat.

Modul de lucru. In mod normal determinarea activititii o-
amilazei se face in saliva diluata cu ser fiziologic.

A) OBTINEREA SALIVEI DILUATE. Gura se spila de 4 — 5 ori cu
apa pentru indepartarea resturilor alimentare. Dupa 5 — 10 minute saliva
se preleveaza in eprubete Eppendorf curate si uscate, conice. Lichidul
adunat se  centrifugheaza 15 minute la 3000 - 4000 rot./min.
Supernatantul se transvazeaza in alte eprubete Eppendortf.
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Pentru determinarea activitatii o-amilazei saliva separata prin
centrifugare se dilueazi cu ser fiziologic dupa schema urmatoare:

1) Se pipeteaza 0,1 ml saliva in 14,9 ml ser fiziologic sau 0,05 ml
saliva + 7,45 ml ser fiziologic. Se realizeaza o dilutie de 150 ori. Sa
denumim acest preparat saliva diluata (I).

2) Se amesteca 0,1 ml saliva diluata (I) cu 2,4 ml ser fiziologic.
Gradul de dilutie creste la 150 + 25 = 175 ori (saliva diluata IT). Mai departe
se va lucra cu solutia de saliva diluata II.

B) DETERMINAREA ACTIVITATII o-AMILAZEI. In momentul
efectuarii lucrarii se prepara o solutie de amidon 0,3 % amestecand 3 (6)
ml solutie stoc de amidon (reactiv 4) cu 7 (14) ml solutie tampon de fosfati
30 % (reactiv 3), in functie de numarul probelor de analizat.

Pentru efectuarea determinarii activitatii a-amilazei se procedeaza
conform indicatiilor din tabelul urmaétor.

Eprubetele

Specificatie Proba Martor
Solutie de amidon 0,3 % (ml) 0,50 0,50

Eprubetele se introduc pentru 5 minute in termostat, la 37°C
Salivi diluatd (ml) | 0,10 | —

Se incubeazi exact timp de 30 minute la 37°C

Solutie de acid clorhidric 0,1N (ml) 1,00 1,00
Saliva diluata (ml) - 0,10
Apa distilata (ml) 1,40 1,40
Solutie de iod N/3000 (ml) 9,00 9,00

Agitare si citirea extinctiei martorului (E;) si probei (Ez) la A=580 nm,
fata de solutia de iod N/3000

Calculul rezultatelor. Activitatea a-amilazei se exprimi in
unitati Wohlgemuth intr-un mililitru (U.W./ml) si reprezintd numarul de
mg de amidon hidrolizat in timp de 30 minute la 37°C de enzima din 1 ml
de saliva.

Extinctia E; corespunde la 1,5 mg de amidon. Diferenta E;-E.
reprezinta cantitatea de amidon hidrolizat de a-amilaza din 0,10 ml saliva
diluata. Cantitatea de amidon hidrolizat, exprimata in mg, sub actiunea o-
amilazei in timp de 30 minute va fi:

E —-E
X=—L_"2.15
i
Pentru a obtine numarul de mg de amidon hidrolizat la 37°C, timp de 30
minute, de catre enzima din 1 ml saliva (U.W./ml) se utilizeaza formula
urmatoare:
1~ B 2,5 15 1

__E"B
Ukl =— g = 2 L g = 33501
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OBSERVATII. 1. Daci extinctia E, este foarte apropiata de
extinctia E,, diferenta dintre E,; si E, fiind mai micd de 0,100 unitati de
extinctie, atunci se va lucra cu saliva diluata I. La calculul final se va tine
cont de dilutia facuta.

2, Daca extinctia E. este mai micd decat juméitatea extinctiei E,
(E»=E./2) se dilueaza saliva cu ser fiziologic pana la 200 de ori, adaugand
0,1 ml saliva diluata II la 2,4 ml ser fiziologic. Se obtine saliva diluata III.
La calculul final se va tine cont de dilutia facuta.

3. Pentru determinarea activitatii a-amilazei se recomanda folosirea
de saliva proaspata.
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