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Catalase (CAT)

1. INTRODUCAO

A enzima catalase (CAT — EC 1.11.1.6) esté presente na maioria das células aerdbicas,
sdo enzimas indispensaveis para desintoxicacao das células das plantas em condicdes de
stress (bioticos e/ou abioticos), sdo responsaveis pela dismutacdo direta de H.02 em H20
e O, reduzindo o contetdo de peroxido (H202). Entretanto, a enzima é a principal via de
degradacéo H>O> e, portanto, a inibicdo da atividade de catalase resulta na ativagéo da
resisténcia sistémica adquirida nas plantas. A enzima proporciona aumento na tolerancia
ao estresse, passando a ajudar na regulacdo das respostas e aclimatacdo aos estresses
ambientais.

2. METODO
2.1. Reagentes e solugdes
A) Solucéo extratora: Tampéo fosfato de potassio + EDTA + DTT + PVPP

1° Passo - Tampé&o de potassio 100 mmol L™ pH 7,5

- Pesar 17,41 g para 1000 mL (1 L) de agua destilada de KHPO4 (Dibasico).
- Pesar 13,60 g para 1000 mL (1L) de &gua destilada de KH2PO4 (Monobaésico).
v" Ap0s pesar e dissolver, passa-se para acertar o pH da solucéo para 7,5, onde,
coloca-se a solugdo Monobasica sobre a Dibasica até chegar ao pH desejado (7,5).
v Seguidamente, mede-se em baldo volumétrico essa solucdo (K2HPO4 + KH2PO4)
com pH 7,5 para 1 L (1000 mL), o restante armazene em outro recipiente.

2° Passo
- Pesar 0,372 g de EDTA,;
- Pesar 0,462 g de DTT;
- Pesar 0,300 g de PVPP.
v Pegue a solucdo anteriormente separada (1 L) e dilua todos, ap6s misturar todos
na mesma solucéo de pH 7,5 e pronto.

Obs: Na maioria das vezes a solu¢cdo monobasica sobra, se quiser economizar em reagente
diminua (ex: 6,8 g de KH2PO4 para 500 mL).

B) Solucéo de determinacéo - Tampao fosfato de potassio 100 mmol L™ pH 7,5

PM K;HPQO4-174,18 g mol*
PM KH2PO4-136,09 g mol*

- Pesar 17,41 g para 1000 mL (1 L) de agua destilada de KoHPO4 (Dibasico).
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- Pesar 13,60 g para 1000 mL (1L) de a4gua destilada de KH2PO4 (Monobasico).
v Apos pesar e dissolver, passa-se para acertar o pH da solucéo para 7,5, onde,
coloca-se a solu¢do Monobasica sobre a Dibésica até chegar ao pH desejado (7,5).

C) Solucéo de peroxido de hidrogénio 50 mM
PM H0; = 34,01 g mol*

- Pipetar 560 pL (0,56 mL) de perédxido e diluir em 100 mL de agua destilada.
- Colocar em um recipiente e armazenar em temperatura ambiente.

2.2. Ensaio

Extragéo:

Para a extracdo recomenda-se a utilizacdo de material fresco e congelado com
nitrogénio liquido.
- Macerar a amostra em nitrogénio liquido;
- Pesar 200 mg da amostra e anotar o peso;
- Colocar em tubo de pléstico para centrifugar e adicionar 5 mL da solugdo tampao de
extracdo (Tampao fosfato de potéssio + EDTA + DTT + PVPP);
- Centrifugar a 6.000 a 10.000 rpm por 20-25 minutos em centrifuga refrigerada a 4 °C;
- Serdo duas cubetas, onde uma ficara com a solucdo do branco (zerar o aparelho) e a
outra com a solucdo de determinacao da CAT.
- Recomenda-se fazer todo processo da metodologia no escuro ou com luzes especiais,
para que ndo aja perda de atividade enzimatica.
- Primeiramente preparar o branco e zerar o equipamento até que se estabilize.
- Preparar a amostra e agitar levemente e colocar no espectrofotobmetro (também ¢é
possivel fazer a pipetagem diretamente nas cubetas).
Obs: O mesmo extrato pode ser usado para analisar a atividade enzimatica da Superoxido
Dismutase (SOD) e Ascorbato Peroxidase (APX), para isso aumente de 5 para 8 mL do
extrator (Tampao fosfato de potassio + EDTA + DTT + PVPP) no momento da extracao.

Reacao:
Em tubos de ensaio pipetar da seguinte maneira:

Branco da solucéo Amostra
- 1950 pL tampéo de determinacgéo - 1950 uL tampdo de determinacgéo
- 300 pL tampé&o de extragdo - 150 pL tampéo de extragéo
- 750 uL solucéo de H20: - 750 pL solucéao de H202
- 150 uL de extrato enzimético

- A reacdo é instantadnea, no momento que colocar o extrato comece a leitura.
- Leitura a 240 nm (Espectrofotémetro).
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- A leitura é realizada no tempo, ou seja, durante um periodo aproximadamente a 2
minutos (o tempo é determinado de acordo com cada amostra)

- Anotar as leituras a cada 10 segundos.

Obs: Leitura em cubetas de quartzo (Q). Se a leitura somente decrescer, estabilize um
tempo especifico (tendo uma leitura inicial e outra final somente), ja se a leitura subir e
diminuir neste periodo de 2 minutos é necessario fazer anotacéo da leitura a cada 10
segundos para a realizacdo do calculo (sempre anote o tempo).

2.3. Calculo
1°- Anotar os pesos utilizados (g), volume de extracdo e volume pipetado do extrato.
2°- Calculo CAT
CAT = leitura inicial — leitura final
3°- Dividir valor CAT pelo tempo de decréscimo da absorbancia

Exemplo:
CAT =0,066
Tempo = 2 minutos
CAT/min = 0,066 = 0,033
2

4°- Dividir a CAT/min pelo coeficiente de extin¢do do peroxido de hidrogénio (39,4 mM
cm).

CAT = 0,033 = 8,37x10* mmol L min?
2,8

5°- Indentificar o tamanho da cubeta utilizada, que no nosso laboratorio é uma de 3 mL.

6°- Multiplicar o valor encontrado pelo tamanho da cubeta (3 mL) e transformar as
unidades antes (umol).

8,37x10* em mmol L min!

3/1000 = 3x10° mmol L min!

8,37x10* x 3x10°= 2,51x10°® mmol min**/ 1000
X =2,51x10° umol mint

7°- Calcular a relagéo volume
- Volume pipetado do extrato = 150 pL
- Volume apos a centrifugacdo = 3000 pL

2,51x10° pmol min * 150 pL = 1,25x1071° pmol min™* g massa fresca (MF)
3000 pL

8°- Para determinar a atividade total de CAT pmol H20, mint g MF?

1,25x10%% ymol mint g MF = 1,26x10° CAT pmol H,O, min! g MF*!
0,101 g
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9°- Para a atividade especifica da CAT, dividir ovalor encontrado acima pela quantidade
de proteina.

- Se utilizar o mesmo extrato da determiinacdo da CAT para a determinacédo da proteina,
o valor a ser utilizado é o encontrado através do calculo normal para proteina. Se o extrato
for diferente, deve-se:

Peso amostra (g) = 0,101 g
Quantidade de proteina (ug): resultado baseado no célculo normal de proteinas soliveis
com o método de Bradford (1976).

Proteina (ug) = 10608 ug — 1 g massa fresca
X —0,101¢g
X =1071,40 pg proteina em 0,101 g de amostra fresca

10°- Dividir a atividade total pela quantidade de proteina em 0,101 g (neste exemplo)

1,25x10* umol min* g MF = 1,16x10°%3 umol H>0, min pg ptn?
1071,40 ng proteina

Ou 1,16x10%° ymol H202 min mg ptn?

Ou 1,16x10°" pmol H202 mint g ptnt
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