OBSERVATIE. Pentru exactitatea rezultatelor se recomanda ca v
sa fie apropiat de jumatatea valorii lui V. Daca v este mai mic de 3 ml
solutie de tiosulfat de sodiu se va lua un volum mai mic de extract
enzimatic sau acesta se va dilua in mod corespunzitor.

1.3.4.2.3. Determinarea spectrofotometrica a activitatii
catalazei
(metoda Sinha)

Principiul metodei. Catalaza este lisati si actioneze asupra
apei oxigenate o perioada fixa de timp, dupa care enzima este inactivata
prin adaugarea unui amestec de bicromat de potasiu-acid acetic. Cantitatea
de apa oxigenatd, ramasid nedescompusa dupa stoparea actiunii catalazei,
reduce in mediul acid bicromatul de potasiu la acetat cromic, care poate fi
determinat spectrofotometric la 570 nm. Deoarece bicromatul de potasiu
nu absoarbe la aceasta lungime de unda, prezenta lui in mediul de reactie
nu interfereaza cu determinarea spectrofotometrica a acetatului cromic.

Facand diferenta intre cantitatea initiala si cea finala de apa
oxigenatd in mediul de reactie, se afla cantitatea de apad oxigenata
descompusa de catalaza.

Reactivi. 1) Solutie de bicromat de potasiu 5 %. Se dizolvd 5 g de
bicromat de potasiu (K.Cr.O-) in 100 ml apa distilata, la balon cotat.

2) Solutie bicromat de potasiu-acid acetic glacial. Se amestecd 20
ml solutie de bicromat de potasiu 5 % cu 60 ml acid acetic glacial.

3) Solutie tampon de fosfati de potasiu 0,01 M cu pH 7,0. Se dizolva
0,2654 g KH,PO, si 0,5312 g Ku.HPO, in 300 ml apa bidistilatd intr-un
balon cotat de 500 ml. Se corecteaza pH-ul la 7,0 si se completeaza la 500
ml cu apd bidistilata.

4) Solutie substrat de apa oxigenata 0,16 M in solutie tampon de
fosfati de potasiu 0,01 M cu pH 7. Se dilueaza 1,8133 ml api oxigenata
concentratda (30 %) cu solutie tampon de fosfati de potasiu 0,01 M la 100
ml intr-un balon cotat.

5) Solutie etalon de apa oxigenatda 0,08 M in solutie tampon de
fosfati de potasiu 0,01 M cu pH 7. Intr-un balon cotat de 100 ml se
pipeteaza 0,007 ml de apa oxigenata concentrata (30 %) si se completeaza
la semn cu solutie tampon de fosfati de potasiu (Reactiv 3).

6) Solutie de fosfat disodic 0,10 M (vezi Reactiv 1, Lucrarea
1.3.8.2.2).

Modul de lueru. A) EXTRACTIA CATALAZEI O cantitate de 0,1
— 1 g de tesut animal sau vegetal se omogenizeaza cu sticla pisata sau nisip
de curat si 5 ml de solutie de fosfat disodic 0,1 M. Dupa 30 minute de
extractie, omogenatul se centrifugheaza la 4000 rot./min., timp de 15
minute. Supernatantul separat serveste ca sursa de catalaza.

B) DETERMINAREA ACTIVITATII CATALAZEI In trei eprubete
termorezistente — doua probe si un martor - se pipeteaza reactivii indicati
in tabelul urmator:
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Specificatie Proba Martor
Preparat catalazic (supernatant) , ml 0,1 -
Solutie tampon fosfati de potasiu, ml 0,4 0,4
Solutie substrat de apa oxigenata, ml 0,5 0,5

Dup4 exact (1!) 60 secunde de la pipetarea solutiei substrat de api
oxigenatd se stopeaza reactia in una din probe si dupa 120 secunde in
cealaltd proba, prin adaugarea a cate 2 ml de solutie bicromat de potasiu-
acid acetic (reactiv 2). In martor se pipeteazi 2 ml solutie de bicromat de
potasiu-acid acetic (reactiv 2) si 0,1 ml preparat catalazic.

Toate eprubetele se introduc in baie de apa la fierbere, timp de 10
minute. Apoi eprubetele se racesc sub jet de apa si se citesc extinctiile lor la
570 nm, fata de apa distilata.

Calculul rezultatelor. Activitatea catalazei se exprimd in
unitati enzimatice (UE). O unitate de catalaza reprezintd cantitatea de
enzima care descompune un micromol de apa oxigenatd (0,034 mg) in
timp de un minut la temperatura de 20°C si pH=7. Pentru aflarea
micromolilor de apa oxigenata, se construieste o curba etalon cu ajutorul
solutiei etalon de apa oxigenata (80 micromoli/ml), realizand dilutii
conform tabelului.

Micromoli H,O, | Solutie etalon de Solutie tampon fosfati de

/ ml H.,O, (ml) potasiu (ml)
8 0,1 0,9
16 0,2 0,8
24 0,3 0,7
32 0,4 0,6
40 0,5 0,5
48 0,6 0,4
56 0,7 0,3
64 0,8 0,2
72 0,9 0,1
80 1,0 o)

In fiecare etalon se misoari cate 2 ml solutie bicromat de potasiu-
acid acetic (reactiv 2) si eprubetele se mentin in baie de apa la fierbere timp
de 10 minute. Apoi se racesc sub jet de apa si se citesc extinctiile la 570 nm,
fata de apa distilata.

Dupa aflarea micromolilor de apad oxigenatd corespunzatori
probelor si martorului, se calculeaza activitatea catalazei in micromoli de
apa oxigenata descompusa intr-un minut de enzima dintr-un gram de tesut
analizat sau dintr-un ml de singe (in acest caz se va lucra cu sange
hemolizat diluat, conform indicatiilor de la Lucrarea 1.3.8.2.1) sau dintr-
un ml de lichid de cultura.
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Daca 1 UE reprezinta 1 micromol de apa oxigenata, atunci diferenta
dintre numarul micromolilor de apa oxigenata din martor (n, = 80
micromoli de apd oxigenatd corespunzatori la 0,5 ml solutie de apa
oxigenatd 0,16 M) si numirul de micromoli de apa oxigenata ramasi
nedescompusi in proba (m.) dupa inactivarea catalazei cu solutie de
bicromat de potasiu-acid acetic, ne va da X UE.

Valoarea n, se poate afla din curba etalon sau din raportul
extinctiilor martorului si probei: Ey / Ep= 80 / ns, de unde n, = Ep.80 / En.

Numirul X de UE, adica numarul micromolilor de apa oxigenata
descompusi in timp de un minut de catalaza dintr-un gram de tesut animal
sau vegetal se calculeaza cu formula:

(nl-n2)'5 — (80_ n2) XSO
t.0l.p tP , unde:

t — timpul de incubatie, in minute;

p — greutatea materialului biologic, luat pentru analiza, in g.

Activitatea specifica a catalazei se calculeaza prin raportarea
numdarului de micromoli de apd oxigenatd/minut la numarul mg de
proteind existent in extractul enzimatic sau serul sanguin sau lichidul de
cultura.
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