I.3. DETERMINAREA ACTIVITATII UNOR ENZIME
PARTICIPANTE IN ANABOLISMUL SI
CATABOLISMUL GLUCIDELOR

1.3.1. ENZIME IMPLICATE IN SCINDAREA
POLIGLUCIDELOR SI OLIGOGLUCIDELOR

1.3.1.1. DETERMINAREA ACTIVITATII AMILAZELOR

Amilazele catalizeaza hidroliza legaturilor o-1,4-glicozidice din o-
glucanii de tipul amidonului si glicogenului sau in produsii lor de scindare.
Dupa actiunea acestor enzime asupra substratului se deosebesc trei tipuri
de amilaze:

1) o-Amilaza (1,4-a-D-glucan-glucanohidrolaza, E.C. 3.2.1.1)
hidrolizeaza legaturile «-1,4-glicozidice din interiorul lanturilor
poliglucidice ale moleculei de amidon sau glicogen, cu formarea de
poliglucide cu mase moleculare mai mici, numite dextrine si o cantitate
determinata de maltoza. Aceasta enzima este prezenta in toate organismele
vii: animale, plante, ciuperci si bacterii.

2) B-Amilaza (1,4-a-D-glucan-maltohidrolaza, E.C. 3.2.1.2) este o
exoenzima intrucat hidrolizeaza legaturile a-1,4-glicozidice in amidon si
poliglucidele asemanatoare eliberand succesiv resturile de B-maltoza de la
capatul nereducator al lantului poliglucidic. Neavand abilitatea de a trece
peste legaturile a-1,6-glicozidice existente in glicogen si amilopectina, B-
amilaza realizeaza o hidrolizd incompleta a acestor poliglucide ramificate
cu formarea de dextrine-limitd. A fost evidentiatd in unele plante
superioare (orz, soia, grau, porumb, cartofi etc.) si diferite bacterii.

3) y-Amilaza sau glucoamilaza (1,4-a-D-glucan-glucohidrolaza,
E.C. 3.2.1.3) hidrolizeaza legaturile o-1,4-glicozidice scindand succesiv
resturile de glucoza de la capatul nereducator al moleculei de amidon,
glicogen, dextrine etc. Este larg raspandita in tesuturile animale si la
microorganisme.

Metodele de determinare a activitatii amilazelor se bazeaza fie pe
dozarea maltozei si glucozei formate din amidon, fie pe estimarea cantitatii
de amidon ramas nescindat, prin folosirea reactiei lui cu iodul.
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I.3.1.1.3. Determinarea activitatii
a-amilazei si f-amilazei in plante
(metoda Noelting-Bernfeld, modificata partial de Viad Artenie)

In plante se intilnesc o- si p-amilaze a ciror activitate creste
apreciabil in timpul germinatiei semintelor continand o mare cantitate de
amidon. Cresterea activitatii amilazice in timpul germinatiei semintelor de
graminee se explicad in cazul a-amilazei prin sinteza de novo a enzimei, iar
pentru B-amilazad este specifica activarea zimogenului ei sub influenta
stimulatorilor naturali de crestere din clasa giberelinelor si auxinelor.

Principiul metodei. o-Amilaza sau p-amilaza hidrolizeazi
amidonul cu formare de maltoza libera. Aceasta reduce in mediul alcalin
acidul 3,5-dinitrosalicilic la acid 3-amino-5-nitrosalicilic de culoare oranj -
rosu care este determinat colorimetric la 540 nm:

COOH COOH
OH OH
agent
reducator
—
O,N NO, O,N NH,

acid 3,5-dinitrosalicilic

acid 3-amino, 5-dinitrosalicilic
galben

orange-rosu

In paralel cu proba de analizat se efectueazi un martor pentru
substantele reduciatoare ce le-ar putea contine eventual extractul sau
preparatul amilazic.

Reactivi. 1) Solutie tampon acid citric-citrat trisodic 0,1M cu pH
5,6. Intr-un balon cotat de 500 ml se dizolvd 2,8789 g acid citric
(CsHsO,+H>0) in circa 100 ml apa distilata si apoi se introduc 12,9649 g
citrat trisodic (C¢H;0;Naz-5Y2H.0) folosind 200-300 ml apa distilata.
Inainte de completarea la semn se verifica pH-ul solutiei si daca este cazul
se corecteaza cu solutie de NaOH 1N sau cu solutie de acid citric.

2) Solutie tampon pentru extractia p-amilazei. Se prepara prin
dizolvarea a 50 mM (6,06 g) Trizma base [Tris;
Tris(hydroxymethyl)aminomethane: C;H,,NO; M = 121,1 | si 1 mM (0,37 g)
etilendiamnotetraacetat disodic (disodium EDTA) in 500 ml apa bidistilata
intr-un balon cotat de 1000 ml. Se corecteaza pH-ul la 8,0 (in cazul
semintelor de graminee) sau la 6,2 (in cazul altor specii de plante) cu
solutie de HCl 1 N si se completeaza volumul balonului la semn cu apa
bidistilata. Se pastreaza la +4°C.

3) Solutie de amidon 2%. Suspensia obtinuta prin amestecareaa2 g
de amidon cu 20 ml apa distilata se adauga la 80 ml apa distilata la fierbere
si se continua incilzirea pana la clarificarea solutiei. Solutia obtinuta se
fierbe inca 1 — 2 minute pentru sterilizare, se raceste si se completeaza cu
apa bidistilatd la 100 ml intr-un balon cotat.
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4) Solutie de acid 3,5-dinitrosalicilic 1%. Se amesteca 1 g de acid
3,5-dinitrosalicilic cu 5-10 ml apa distilatd. La amestecul obtinut se adauga
lent si agitandu-se continuu 20 ml solutie de NaOH 2N. Dupa dizolvarea
completd a reactivului, la temperatura camerei, volumul solutiei se aduce la
50 ml cu apa distilata si se adauga 30 g de tartrat dublu de sodiu si potasiu
(sare Seignette). Se agita pana la dizolvarea tartratului dublu de sodiu si
potasiu, se completeaza volumul solutiei la 100 ml cu apa distilata si se
filtreaza. Solutia de acid 3,5-dinitrosalicilic se conserva in flacoane brune,
ermetic inchise pentru reducerea efectelor CO. asupra alcalinititii ceea ce
ar putea vicia rezultatele.

5) Solutie etalon de maltozd 200 mg%. Intr-un balon cotat de 100
ml, se dizolva 200 mg maltoza in circa 50 ml apa distilata, apoi se
completeaza la semn cu acelasi solvent.

6) Cisteina.

Modul de lucru. A) EXTRACTIA o-AMILAZEI. O cantitate de
0,100 — 0,500 g de material biologic bine omogenizat (faina de seminte de
cereale, leguminoase sau de alte plante, seminte aflate in germinatie,
plantule, radacinite, tulpinite, frunze etc.) se extrage cu 5 ml de apa
bidistilata, racita la +4°C. Extractia enzimei se face o perioadda de 60
minute, prin agitare cu intermitenta (dupa 10 minute de repaus se agita un
minut), la temperatura camerei sau cel mai bine pe o baie de apa cu gheata.
Reziduul insolubil se va separa prin centrifugare la 4000 rot/min timp de
15 minute. Pentru inactivarea eventualelor molecule de p-amilaza,
extractul amilazic se va termostata timp de 15 minute la 70°C, in prezenta
jonului de calciu. Inainte de termostatare, la 5 ml extract amilazic se
adauga 40 mg acetat de calciu [ Ca(CH;COO).<H,O ] care are rolul de a
proteja activitatea o-amilazei in timpul tratamentului termic. Dupa
termostatare, extractul enzimatic se va raci imediat intr-o baie cu apa rece
de la robinet. Se vor inactiva in acest mod doar moleculele de B-amilaza,
moleculele de a-amilaza ramanand complet active.

B) EXTRACTIA f-AMILAZEI. Extractia B-amilazei se poate efectua
utilizand in acest scop solutia tampon de extractie (reactiv 5) cu si fara
adaos de cisteina. Adaugarea cisteinei este necesard pentru a extrage [3-
amilaza insolubild existenta in semintele negerminate. Enzima extrasa
numai cu solutia tampon de extractie este definita ca B-amilaza solubila
iar enzima extrasa cu solutie tampon plus cisteina reprezinta p-amilaza
totala.

Inainte de inceperea extractiei, se dizolvi 100 mM (1,75 g) de
cisteind in 100 ml solutie tampon de extractie (reactiv 5) si se recorecteaza
pH-ul la valoarea initialda. Solutia tampon de extractie cu cisteina este
stabila 24 de ore la +4°C. Extractia p-amilazei se efectueaza in raportul 0,5
g material biologic la 5 ml solutie tampon (reactiv 5) sau 5 ml solutie
tampon plus cisteind, timp de 1 ora, la temperatura de +4°C. Extractul
enzimatic se va separa prin centrifugare timp de 15 minute la 4000
rot/min. Deoarece in extract poate fi prezenta si o-amilaza, este necesara
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inactivarea acesteia, care se realizeaza prin aducerea pH-ului extractului
enzimatic la valoarea de 3,6 cu ajutorul unei solutii de acid acetic 1N.
Adaugarea acidului acetic se va face sub continua agitare iar pH-ul se va
masura la pH-metru. Dupa corectarea pH-ului, volumul amestecului se
aduce la 6 ml cu apa bidistilatd. Amestecul va fi apoi centrifugat 15 minute
la 4000 rot/min pentru eliminarea a-amilazei denaturate ce va sedimenta
sub forma de precipitat la fundul eprubetei. Supernatantul va fi folosit
drept sursa de B-amilaza.

C) DETERMINAREA ACTIVITATII AMILAZELOR TOTALE, o-
AMILAZEI SAU -AMILAZEI. In eprubete curate si uscate de 20 ml se vor
efectua proba si martorul, conform indicatiilor din tabelul de mai jos.

Reactiv PROBA MARTOR
Solutie tampon acid citric - 5 5
citrat 0,1M cu pH=5,6 (ml)
Solutie de amidon 2% (ml) 2
Apa distilata (ml) - 2
AGITARE
TERMOSTATARE 5 MINUTE -

Incubare timp de 10 minute la
40°C (numai proba !)

Extract enzimatic (ml) 0,1—2 -

AGITARE SI -
TERMOSTATARE 15

MINUTE LA 40°C (numai
proba !)

RACIRE 5 min. LA JET DE

APA (numai proba !)
Extract enzimatic (ml) - 0,1-2

De notat ca martorul se va efectua de asa maniera incat si fie gata
simultan cu proba pentru a evita producerea reactiei pe baza amidonului si
enzimei existente in extractul enzimatic. Atat in proba cat si in martor se
dozeaza cantitatea de maltoza eliberatd sub actiunea amilazelor totale, o-
amilazei sau B-amilazei asupra amidonului.

D) DOZAREA MALTOZEI. Se vor folosi eprubete curate si uscate
de 20 ml, termorezistente. De retinut ca alcalinitatea reactivului de culoare
denatureaza enzima intrerupand reactia enzimatica.

Reactiv PROBA MARTOR | CONTROL
Solutie de acid 3,5- 1 1 1
dinitrosalicilic (ml)
Incubat proba (ml) 0,5-2 - -
Amestec de reactie martor (ml) - 0,5-2 -
Apa distilata (ml) - - 0,5-2
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Toate eprubetele se vor introduce in baie de apa la fierbere si se
mentin exact 5 minute din momentul in care apa reincepe sa fiarba. Se vor
raci eprubetele la jet de apd. Apoi volumul lor se completeaza la 10 ml cu
apa distilata. Se agitd energic dupa care se citeste la spectrofotometru la
A=540 nm fata de control.

Pentru aflarea cantitatii de maltoza atat in proba cat si in martor se
foloseste o curbi etalon construita cu o solutie standard de maltoza.

E) CONSTRUIREA CURBEI ETALON PENTRU MALTOZA. Se
realizeaza o serie de esantioane etalon cu cantitati de maltoza variind intre
0,2 - 1,8 mg care sunt tratate pentru obtinerea reactiei de culoare conform
tabelului urmator.

Eprubeta L>| 3 2 3 4 5 6 7 8 9

Cantitatea de maltoza

0,2(0,4|0608]|10]12]1, 1,6 | 1,8
(mg) A "

Solutie etalon de
maltoza (ml)

Apa distilata (ml) 219 |18 |17 |16 |15 |14 1,3 |12 |11

Solutie de acid 3,5 —
dinitrosalicilic (ml)

Eprubetele se introduc intr-o baie de apa la fierbere si se mentin
exact 5 minute din momentul in care apa reincepe sa fiarba. Dupa aceasta
eprubetele se rdcesc in apa de robinet (ATENTIE LA DIFERENTELE
DE TEMPERATURA!!!). Se completeazi volumul probelor la 10 ml cu
apa distilata. Se agita continutul eprubetelor si se citesc valorile extinctiilor
probelor la spectrofotometru la A=540 nm fata de controlul (C) reactivilor.
Curba etalon se va trasa trecand pe abscisa cantitatea de maltoza (mg) in
probele etalon, iar pe ordonata valorile extinctiilor corespunzatoare.

Calculul rezultatelor. Extinctiile probei si martorului se
extrapoleaza pe curba etalon, aflandu-se cantitatea de maltoza rezultata
prin actiunea a-amilazei sau B-amilazei asupra amidonului, respectiv
cantitatea de maltoza existentd in extractul enzimatic. Din cantitatea de
maltoza din proba de cercetat se scade continutul de maltoza al extractului
enzimatic.

Activitatea amilazelor totale sau a-amilazei sau p-amilazei se
exprima in unitati amilazice, adica pM maltoza formati sub actiunea
enzimei dintr-un gram de material vegetal analizat in timp de 1 minut:

(acer — am )X (7 + V)X V A
, In care:
nxvx px0360x15

acer - cantitatea de maltoza (mg) corespunzitoare extinctiei probei
de cercetat;
am - cantitatea de maltoza (mg) corespunzatoare martorului;

micromoli maltoza/ g / min =
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v — volumul (ml) de extract enzimatic folosit la determinarea
activitatii enzimei;

V - volumul total (ml) al extractului enzimatic;

n - volumul (ml) de incubat luat pentru dozarea maltozei;

p - greutatea materialului vegetal (g) din care s-a extras enzima;

0,360 - greutatea unui micromol de maltoza exprimata in
miligrame;

15 — timpul de incubare.

OBSERVATII: 1. Activitatea amilazica a extractului enzimatic
netratat termic poate fi considerata ca activitatea amilazelor totale (a-
amilazei si B-amilazei solubile)

2. Diferenta dintre activitatea amilazicd a extractului enzimatic,
netratat si tratat termic la 70°C poate fi apreciata ca activitatea B-amilazei
solubile.
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