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Resumen

La catalasa es una metaloenzima heminica que transforma el peréoxido de hidrégeno
en oxigeno molecular y agua, productos de reaccién inocuos para la célula. Esto
hace que dicha enzima participe en mecanismos celulares y sistémicos relacionados
con el estrés oxidativo. Suele encontrarse a lo largo de todo el arbol filogenético,
de ahi sus amplias aplicaciones. Existen multiples métodos de ensayo descritos para
la catalasa aunque su implementacion para medir su actividad intrahematica tiene
el inconveniente de las interferencias debidas a la hemoglobina. La actual
investigacion pretende demostrar la veracidad analitica de un ensayo para medir
actividad cataldsica en hemolisados, mediante la formacion de complejos
peroxomolibdicos al reaccionar el peréxido de hidrégeno remanente con el
molibdato de amonio. Para ello se determinaron condiciones éptimas relacionadas
con: longitud de onda del ensayo, tiempo de reaccidon, concentracion de sustrato y
concentracion de enzima. Se determinaron ademas parametros de precision,
exactitud y crioestabilidad relacionados con los hemolisados. Todos los parametros

analizados son congruentes con los preceptos relacionados con la calidad de los
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ensayos enzimaticos y la validacion de métodos de analisis quimico, lo cual permite

corrobora la veracidad del sistema analitico propuesto.

Introduccion

La catalasa (H20.:H.0; oxido-reductasa, EC 1.11.1.6) es una enzima que emplea el
peroxido de hidrégeno tanto como donor como aceptor de electrones formando
oxigeno y agua.! La enzima estd presente en toda la escala filogenética, desde
microorganimos, plantas y animales. Esta enzima juega un rol fundamental en la
reduccion de la toxicidad en la célula producida por peréxido de hidrégeno, por su
capacidad de transformarlo en los compuestos quimicos mencionados.?

Es una metalo-enzima que presenta un grupo hemo en su centro activo, que le
permite catalizar la siguiente reaccion:

2 H,0, (ac) —> 2 H20 (1) + 02(9)

La determinacién de catalasa es muy importante tanto en plantas como en
animales.3* Los procesos metabdlicos aerdbicos tales como la respiracion y la
fotosintesis inevitablemente llevan a la produccidén de especies reactivas de oxigeno
(EROs) en mitocondrias, cloroplastos y peroxisomas. En plantas, bajo condiciones
fisioldgicas, el equilibrio entre la produccion y la remocién de EROs puede ser
perturbado por factores de estrés abidticos tales como alta luminosidad, sequia,
bajas y altas temperaturas y estrés mecanico, dando como resultado el aumento en
el nivel intracelular de EROs.> Las plantas han desarrollado varias estrategias
antioxidantes para eliminar estos compuestos téxicos. Dentro de éstas podemos
citar los mecanismos celulares, para inhibir la acumulacién de EROs. Por ejemplo,
adaptaciones anatdmicas, desarrollo de epidermis refractaria, adaptaciones
fisioldgicas y moleculares, moléculas antioxidantes, enzimas y otros sistemas mas
complejos. El aumento de las defensas antioxidantes en plantas, puede aumentar
la tolerancia a diferentes factores de estrés.®

En animales con sangre roja, incluido el hombre, la catalasa protege la hemoglobina
del perdxido de hidrégeno que se genera en los eritrocitos. También tiene un papel
de proteccion en la inflamacion, en la prevencion de mutaciones, evita el
envejecimiento y ciertos tipos de cancer. Las mutaciones en el gen de la catalasa
pueden resultar en la enfermedad hereditaria denominada acatalasemia que entre
otros sintomas se reconoce por un incremento en la incidencia de ulceraciones

bucales.”



Varios son los métodos empleados para medir la actividad catalasa. El mas comun
involucra la medida de la disminucion de la absorbancia del peréxido de hidrégeno
a una A de 240 nm. & Otros métodos se han dividido en dos categorias. El primero
incluye ensayos clasicos como la titulacidon iodimétrica de Dille y Watkins,® el uso de
perborato de sodio como fuente de perdxido,® la determinacién de perdxido
remanente con dicromato en &cido acético que mediante calentamiento forma
acetato cromico medido espectrofotométricamente a 570-610 nm,!! o con
molibdato de amonio que forma un complejo amarillo, medido a 405 nm?!2 o 410
nm,!3 y diferentes métodos que emplean titulacion con permanganato.i#!>1¢ Estos
tipos de ensayos tienen la desventaja de no permitir la medicidon de bajos niveles
de catalasa. La segunda categoria de ensayos incluye dos métodos. El primero esta
basado en el acoplamiento del sistema hidrazida del acido isonicotinico-
pirocatecol!’ y el segundo un método amperométrico donde la catalasa se inmoviliza
sobre un electrodo de carbono con nanoparticulas de oro electroguimicamente
depositadas sobre una capa de nanotubos de carbono/quitosano.!® Las desventajas
de estos métodos radica en la imposibilidad de alcance por la mayoria de los
laboratorios. En este estudio un simple, rapido y preciso método colorimétrico para
la actividad catalasa es descrito.

Un método bastante sencillo es el que acopla la cantidad de peréxido de hidrégeno
residual a la reaccion con molibdato de amonio, el cual cumple con dos funciones:
una, la detencién de la reaccién enzimatica; la otra, que se forma un complejo
coloreado peroxianiénico llamado peroxomolibdico.

En el presente estudio se tomaron como referencia las propuestas analiticas de
Hussein,* Goht!? y Korolyuk, 13 partiendo del analisis y verificacion de las mismas,
lo cual es sugerente a realizar algunas modificaciones que se ajusten a las muestras
de ensayo en hematies sanguineos y el resto del sistema analitico que incluye: las
concentraciones de perdxido inicial y remanente, la absorcién de los
peroxocomplejos formados, asi como el tiempo y la temperatura del ensayo.

El grupo de trabajo inNOVACcEnNnz, radicado en la Universidad Médica de Villa Clara
busca ampliar las investigaciones biomédicas (fundamentalmente sobre
biomarcadores de cadncer y neumopatias) a los sectores agroalimentarios, del
saneamiento ambiental y la industria de los materiales de la construccion, mediante
la aplicacion de enzimas. La catalasa es un interesante centro de atencién por sus
aplicaciones versatiles. Pero existe el inconveniente que un método no suele ser

aplicable a cualquier matriz donde se halle la enzima, para lo cual es loable contar



con una variedad de ellos. De ahi que se decida ofrecer una metodologia que
permite evaluar la eficacia y veracidad de la determinacién de la enzima catalasa

en muestras de contenido intrahematico, eliminando un grupo de interferencias.

Materiales y métodos

Reactivos:

- Buffer fosfato 50 mM, pH=7,4.

- Soluciones sustrato de peréxido de hidrégeno: tomar 40 uL de H;0, al 30% vy
disolverlo en 25 mL del buffer fosfato. Leer a 240 nm contra blanco de buffer. Tomar

en cuenta un coeficiente de extincion molar (¢) para el H,02a 240 nm de 43.6 M1 cm-
. .7 DO .7 ;.
!, Aplicando la expresién: c= — se halla la concentracion molar del frasco de peroxido

originario, teniendo en cuenta la dilucion aplicada al inicio. A partir de éste valor de
concentracion se preparan las diversas concentraciones en el buffer fosfato 50 mM,
pH 7,4. Este procedimiento debe realizarse cada dia que se realice la experiencia pues
el peroxido se descompone con relativa facilidad.

- Molibdato de amonio (32,4 mM)

- Catalasa (Sigma) Actividad especifica 2525 U/mg. Se pesan 10 mg del liofilizado
y se diluyen en 10 mL de buffer fosfato 50 mM, pH=7.0, quedando la solucidn con
una actividad de 2525 kU/L. Dicha actividad se corrobora empleando el método del
dicromato documentado previamente por Sinha'! y modificado por Hadwan.°2° Por
diluciones sucesivas con dicho buffer se preparan varios patrones de Catalasa
purificada con actividades en el rango de 5-160 kU/L.

- Ioduro de potasio (5 %)

- Acido sulfurico (10 %)

- Acido molibdico, solucién saturada. Tomar 50 mL de agua destilada tibia e ir
afadiendo pequefias porciones de acido molibdico. Agitar vigorosamente mientras
se afnade hasta la inadmision de mas soluto. Dejar enfriar y filtrar en lana de vidrio.
- Tiosulfato de sodio (NaS,03+5H,0) (0,005 N). La concentracion de esta solucion
no es exacta por lo que debe titularse por triplicado, previo a su empleo, con un
patrén primario.

- Almidon soluble (indicador de la titulacidén): pesar 0,5 g de almiddn soluble y se
tritura con varios mL de agua fria. Se obtiene una pasta que se vierte en 100 mL

de agua hirviendo, prosiguiendo la ebullicién algunos minutos hasta que la solucién



guede transparente. Dejar enfriar para que el almidon en exceso sedimente. Para

usarlo tomar sélo del liquido sobrenadante.

Muestras de ensayo:

- Sangre total anticoagulada con heparina sddica. Se obtiene por venopuncion.

- Hemolisado de hematies: se obtuvo de sangre anticoagulada con heparina, la
cual se centrifuga a 2500 rpm durante 10 minutos. Se realizaron tres lavados con
solucidn salina fisioldgica y a la masa de gldbulos resultante se le realizé una dilucidn
1:5 con agua destilada para la ejecucion de tres ciclos de shock térmico entre -70°C
y 25°C para conseguir la hemdlisis. Pasado esto se centrifugd a 5000 rpm y se tomo
el sobrenadante, que se dispensariz6 en varias alicuotas. Las que no se emplearon
en el momento se conservaron a -70°C.

Fundamento del método:

H202 (en exceso)% HO + Oz (g) 1 + H202 (remanente)

M00O42? + 2 H203 (remarsreeT—> HMoOgs ' + H.O + OH-

El procedimiento analitico se presenta en la Tabla 1.

Es valido aclarar que para cada serie de trabajo los tubos PT y BP son comunes para

los calculos de todas las muestras procesadas en dicha serie.

Calculo de la Actividad Enzimatica (AE) Catalasa:

AE (kU/L)= 2,?;03 « log DO(PT)-DO(BP) LV Fd

DO(M)-DO(BM) Vm

Para la estandarizacion de las muestras de hemolisados, a la sangre total se le
realiza la concentracién de Hb por el método de la Cianometahemoglobina; el
resultado fue expresado en g/L. Cada resultado de AE sera dividido por su

respectiva concentracién hemoglobinica.

Disefio experimental:

Para la adecuada seleccién de la longitud de onda en la formacién de complejos
peroxomolibdicos, en funcién de las concentraciones de perdxido de hidrogeno se
toman concentraciones entre 5-35 mM y son adicionadas a la concentracién
prefijada de molibdato de amonio 32,4 mM. Estas se leen espectrofotométricamente
a diferentes longitudes de onda (370, 380, 390, 400 y 410 nm). Se realiza una



seleccion de aquellas longitudes de onda mas adecuadas. Para cada una de ellas se
traza la linea recta de mejor ajuste y se obtienen sus ecuaciones y sus respectivos
coeficientes de correlacion.

Para corroborar graficamente la cinética de reaccion de primer orden se realiza el
procedimiento analitico propuesto a los patrones de catalasa purificada, en lugar de
las muestras, y se plotean sus actividades enzimaticas con sus respectivos valores
de absorbancia, a la longitud de onda seleccionada. Se busca la curva de mejor
ajuste y se determina su ecuacién matematica.

Para la seleccion del tiempo de reaccidon se prepara un pool de hemolisados
procedentes de muestras de sangre de diferentes pacientes. Se le realiza la
determinacion propuesta variando Unicamente el tiempo de incubacién con el
peroxido, desde los 15 segundos hasta los 7 minutos. Se hace una representacion
grafica de los valores de absorbancia y los niveles de actividad calculada, en funcién
del tiempo.

Para comprobar el rango de concentraciones relativas de hemoglobina y eliminar
sus interferencias se realizaron diluciones de los hemolisados con agua destilada
desde 1:60 hasta 1:1200.

El estudio de la precision intra-corrida requirié tomar 20 alicuotas del pool de
hemolisados a una dilucién 1:120 y se les aplico el procedimiento analitico
propuesto. La precision inter-corrida fue realizada de forma similar sélo que las 20
alicuotas procedentes del pool de hemolisado, fueron las almacenadas a -70°C vy
cada una procedente de copillas diferentes, para lo cual se extrajeron 2 cada dia y
procesadas en momentos diferentes.

A los resultados de AE, para cada tipo de precisidon analizada, se les determiné el
promedio, la desviacidon estandar y el coeficiente de variacion.

Para analizar la exactitud del método propuesto se realizdé la comparacion con los
métodos de Aebi & y el de Sumner y Dounce, modificado a partir de Jolles.?!

Para realizar un analisis de la crioestabilidad de la catalasa en los hemolisados el
pool de hemolisado 1:120 fue conservado en congelaciéon a -8 °C y -70 °C. Cada
tres dias fue extraida una copilla de cada condicién y practicado el ensayo

propuesto. Los valores de AE fueron determinados durante 2 meses.

Resultados y discusion
El procedimiento propuesto para la determinacion de catalasa en hemolisados

presenta algunas modificaciones respecto al aplicado a muestras de suero o plasma



debidos a caracteristicas matriciales especificas del primero. Ademas, existe otro
grupo de modificaciones respecto a los métodos de Go6th'? y Hussein,* las mezclas
de reaccién correspondientes a los tubos control test (C) y blanco (B), en lugar de
agua destilada se les adicioné buffer fosfato, que tiene a su cargo simular de mejor
modo la adicién del sustrato perdxido diluido en el buffer fosfato, que por demas se
plantea modifica la actividad catalasa; ademds se encarga de restar las
interferencias por aminoacidos y proteinas en su reaccidon con el molibdato. Los
mencionados investigadores proponen una longitud de onda de 374 nm pero en
nuestro medio fue de 400 nm, justificado en lo adelante.

Los buffer empleados tuvieron diferencias en la fuerza idnica aplicada, siendo de 67
mM; de 50 mM para nuestras propuestas.

Ademas, debido a las complejidades de la muestra, por la presencia de
hemoglobina, con cierta actividad peroxidasa y las posibilidades del hierro heminico
de catalizar ciertas reacciones redox; la alta actividad catalasa dentro del hematie,
se decidié analizar en las diferentes diluciones del hemolisado originario todas las
interferencias asociadas a la muestra y al método en si.

La concentracidon de perdxido en el sistema analitico propuesto para la catalasa es
de 21,2 mM, lo cual apunta las longitudes de onda entre 390-410 nm, siendo en la
primera un valor elevado de absorbancia con desviaciones del caracter lineal. Lo
anterior se evidencia en la figura 1, donde se muestra la variacion de la absorbancia
a diferentes longitudes de onda, en funcidn de la concentracion de peréxido en
mezcla de reaccién.

A 370 nm y 380 nm la sensibilidad es alta, pero sdlo es valido para concentraciones
de perdéxido inferiores a 10 mM y 15 mM, respectivamente, los cuales no serian
saturantes para las condiciones restantes del sistema de ensayo enzimatico.

Lo anterior da lugar a la seleccidn de las que ofrecieron mejores resultados, con
ciertas modificaciones.

En la figura 2 se muestra la absorbancia de los complejos peroxomolibdicos
formados a concentraciones de perdxido de hidrogeno anadido entre 5-35 mM, a
concentraciones fijas de molibdato de amonio de 32,4 mM. Fueron variadas las
longitudes de onda de las lecturas. Se observa valores adecuados en el coeficiente
de correlacién para todo el rango de concentraciones de perdxido, cuando se mide
la absorcién de los complejos a 400 nm, no obstante, a pesar de tener mayor
sensibilidad a 390 nm, el rango se estrecha a 25 mM y a 378 nm las concentraciones

de 5-10 mM no muestran una linealidad adecuada.



Al calcular las absortividades molares de los complejos peroxomolibdicos a los 378
nm, 390 nm y 400 nm, se obtuvieron los siguientes valores: 293, 96 y 56 Lmol"
lem™, respectivamente. Cuando comparamos estos con lo reportado por Chai y
colaboradores?? cuyo valor estimado de 400 Lmolicm™, se correspondié a una
longitud de onda de 350 nm, algo menor que la del presente trabajo, pero con
mayor sensibilidad como plantearan los mismos autores.

El analisis del comportamiento cinético de la reaccién en las condiciones de ensayo
gue se proponen es fundamental. La figura 3 muestra la relacion entre la intensidad
de la formacién de complejos peroxomolibdicos en funciéon de la actividad de la
enzima pura a 1 y 2 minutos de reaccién.

Al analizar ambas curvas es evidente como ante cualquier actividad de la enzima
pura pasados dos minutos de la reaccion el consumo de perdxido es elevado, por lo
que se corre el riesgo que no se encuentre a concentraciones saturantes para la
enzima y sea esto limitante para la formacion de los peroxocomplejos con el
molibdato.

Se aprecia una dependencia exponencial tomando como variable dependiente la
absorbancia del peroxomolibdato formado; y una relacién logaritmica cuando la
variable dependiente es la actividad enzimatica catalasa. Esto queda demostrado
matematicamente en el grafico que sigue donde vemos un comportamiento lineal
cuando se emplea un sistema de ejes semilogaritmico, donde las ordenadas se
corresponden con el log (AbSaoo nm) (Figura 4).

Al hallar el recobrado, medido como %R, entre las actividades enzimaticas
asignadas a cada uno de los patrones de catalasa preparados, y los valores
obtenidos por la ecuacién matematica propuesta, es evidente la adecuada exactitud.
Lo anterior corrobora la certeza en el empleo de una funcion logaritmica en funcién
de las absorbancias, como una estimacién de la actividad de la enzima, como
plantearan todos las referencias analizadas.*1%!3

La figura 5 muestra las variaciones de la absorbancia y la actividad enzimatica
respecto al tiempo de incubacién. La variacién de absorbancia de los complejos
peroxomolibdato formados por un pool de hemolisados (N=10) diluidos 1:120,
desde los 15 segundos hasta los 7 minutos se muestra en la figura a la izquierda.
Convirtiendo lo anterior en unidades de actividad enzimatica por la ecuacién
propuesta se observa un comportamiento lineal hasta los 5 minutos, pero en el
actual estudio se decidié tomar 1 minuto para detener la reaccidén con la adicion del

molibdato de amonio, para minimizar el riesgo de inactivar la enzima.



Una medida del efecto de la concentracién de enzimas en una muestra se obtiene
de forma relativa mediante comparaciones de diferentes diluciones practicadas a
una muestra o un pool de la misma, tomado como referencia. La actividad catalasa
a diferentes diluciones de la enzima en el pool de hemolisado variando las
concentraciones de peréxido se aprecia en la figura 6.

Si analizamos el grafico anterior son evidentes los sesgos inherentes para las
concentraciones de peroxido de 30 mM y 60 mM cuando se extrapolan sus rectas
de mejor ajuste al eje de las actividades enzimaticas (eje de las ordenadas);
ademas ambas tienen menores pendientes respecto a la de 40 mM, que por demas
guarda una relacion directamente proporcional a la concentracién de enzima (factor
de dilucion del hemolisado) y se aproxima a la relacidn 2:1 propuesta para la
reaccion.

Lo anterior se apoya en los supuestos siguientes:

La relacidn molar de peréxido de hidrogeno a idn molibdato, en la formacién del
complejo peroxomolibdico es 2:1, segin demostraran Chai y colaboradores.??

El perdoxido de hidrégeno oxida el idn molibdato en una relacidon molar 2:1,
formandose un complejo peroxianiénico: el peroxomolibdico.

MOO4'2 + 2 H, 07—/ HMOOG'1 + H,O + OH-

Mo0O4% + 4H,0, =Mo0g? + 2H->0

En la primera se obtiene un complejo con estructura octaédrica, como se refleja a

continuacion:

) o 9 0
O=Mo=0" + 2H,0, ——= 1 Mo~!

I 0| (o]

o OH

En el segundo caso la estructura del complejo molibdico adopta forma dodecaédrica,
pero requiere un exceso de peroxido y en las condiciones del presente experimento
ésta situaciéon no se manifiesta.?3

Fue Korolyuk quien sugiriera en 1988 tal reaccion.!3 Esta reaccion es muy rapida y
esta favorecida a temperatura ambiente. Presupone un equilibrio entre ambas
especies del molibdeno, favoreciéndose el sentido de la reaccién directa en
presencia de medios ligeramente acidos. Otra manera de desplazar el equilibrio es
garantizando una elevada concentracion de molibdato.??

Se conoce que en la reaccién del perdoxido con el molibdato también se produce
oxigeno molecular, pero en pequefias cantidades, en dependencia de las condiciones

de la reaccién y al cabo de un tiempo considerable, tomando como referencia al de



lectura.?®> Ademas, se ha reportado una reaccion entre el perdxido y el molibdato,
suspendidos en una microemulsidon tipo micela invertida (W/O) donde la
descomposicidn del primero en presencia del segundo forma complejos
oxotriperoxomolibdato MoO(0:)s% que por descomposicion liberan oxigeno al estado
de singlete (102) con una eficiencia del 100%.2* Este complejo parece un intermedio
gue hubiere reaccionado con 3 moles de perdxido, entre los dos anteriores, el que
lo hizo con dos (estructura octaédrica) y el que reaccionara con cuatro (estructura
dodecaédrica).

Cuando se implementa un ensayo enzimatico no es suficiente con probar la enzima
purificada, sino es necesario corroborar si la matriz donde ésta se ensayara
interfiere o no. El contenido intraeritrocitario es complejo, de ahi sea imprescindible
analizar diferentes diluciones de la misma.

Como se aprecia en la figura 7 a medida que disminuye la dilucion de hemolisado
hay mas perdxido consumido y por ende menos remanente, lo cual es indicativo
gue hay mas actividad enzimatica, que equivale a decir mayor cantidad de enzima
activa.

Para corroborar la veracidad del método se impone realizar ensayos de precisién y
exactitud.?®

A continuacidon se muestra la precision intra e inter-corrida (Tabla 2) donde es de
destacar los adecuados valores de los coeficientes de variacién. Valido resaltar que
para el caso de las enzimas son aceptables valores hasta del 10 % de variacion.
Hussein* obtuvo coeficientes de variacién menores para ambas condiciones pero
debemos destacar que empled suero sanguineo en lugar de hemolisados, un método
diferente y otras variables diferentes. Por otra parte Hadwan?° obtuvo valores de
3,4% vy 5,9% comparables a los nuestros, con la diferencia que emplearon un
sistema analitico diferente, basado en la formacion de un complejo de &cido
percrémico.

La tabla 3 muestra los valores de comparacion dos a dos entre el método analizado
y los métodos Aebi y el de titulacidn con tiosulfato.

En ambos se obtienen buenos valores de correspondencia entre unos y otros
métodos lo cual denota la veracidad de la propuesta realizada.

Un referente de mucha utilidad para la conservacion de las muestras de hemolisados
es el andlisis de la crioestabilidad de la enzima en las muestras. En el presente
estudio, para la temperatura de -8 °C no hubo variaciones apreciables entre los

valores de AE cataldsica durante 51 dias respecto al valor inicial, y a -70 °C se



mantuvieron estables durante los 2 meses. Esto brinda la posibilidad de postergar
la realizacidon de los ensayos y hasta el ahorro de reactivos, tematica vital para

cualquier laboratorio.

Conclusiones

La determinacion de catalasa en contenido intrahematico, por formacion de
complejos peroxomolibdicos, cumple con los parametros establecidos para la
calidad analitica. Esto deriva del empleo de diluciones de hemolisados en un rango
gque minimiza las interferencias debidas a la hemoglobina y a la generacién de
turbidez. Las concentraciones de perdxido de hidrégeno, como sustrato saturante,
garantizan la éptima formacién de los complejos en una relaciédn muy cercana a la
estequimétrica 2:1 respecto al molibdato. Ademas, la restriccidon del tiempo de
reaccion a un minuto no solo protege la enzima de dafos oxidativos por la
exposicion al peréxido, sino también favorece la formacion de los complejos vy
disminuye la emanacién de burbujas de oxigeno molecular, que es otra interferencia
apreciable que debe ser controlada. Se corrobora una cinética de reaccion de primer
orden y los pardmetros de precisién y exactitud son adecuados para un ensayo

enzimatico.
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Anexos
Tabla 1. Procedimiento analitico para la cuantificacion del peréxido remanente de la

reaccion enzimatica, por formacién de complejos peroxomolibdicos:

Muestra Blanco Peroxido Blanco
(M) muestra total peroxido
(BM) (PT) total (BP)
Muestra de hemolisado 50 uL 50 uL
Agua destilada 50 uL 50 uL
buffer - 2000 uL 2000 uL
Peréxido tamponado 2000 uL 2000 uL
Esperar un minuto a 25 °C
Molibdato de amonio 32,4 | 1000 uL 1000 uL 1000 uL 1000 uL
mM
Vértex moderado hasta desaparicién de burbujas de oxigeno. Esperar 5
minutos
Leer a 400 nm
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Figura 1. Variacion de la absorbancia a diferentes longitudes de onda, en funcién de

la concentracion de perdxido en mezcla de reaccidén. Encerrado en un recuadro rojo

(y aumentado de escala) las rectas de mejor ajustes entre ciertos rangos de

concentraciones de peréxido y de absorbancia.
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Figura 2. Variaciones en la absorbancia de los complejos peroxomolibdicos formados

a concentraciones de perdoxido de hidrégeno afiadido entre 5-35 mM, a diferentes

longitudes de onda.
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Figura 3. Relacién entre la intensidad de la formacion de complejos

peroxomolibdicos en funcién de la actividad de la enzima pura a 1 y 2 minutos de

.y
reaccion.
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Figura 4. Ajuste de la figura 3 a una escala semilogaritmica.
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Figura 5. Variaciones de la absorbancia (a la izquierda) y la actividad enzimatica (a

la derecha) respecto al tiempo de incubacion.
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Figura 6. Actividad catalasa a diferentes diluciones de la enzima en el pool de
hemolisado variando las concentraciones de perodxido. (Dilucion = 1/Factor de
dilucion)
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Figura 7. Variaciones de la absorbancia de los complejos peroxomolibdicos
formados (barras amarillas) pasado 1 minuto de reaccién, de los hemolisados a
diferentes diluciones. La linea roja discontinua representa la intensidad de color
maxima en ausencia de hemolisado y las flechas en igual color indican la
absorbancia resultante del consumo de perdxido para cada dilucion de hemolisado.
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Figura 8. Variaciones de la actividad catalasa con la dilucién del pool de hemolisado.

Tabla 2. Precision intra e inter-corrida. Catalasa en hemolisados por formacién de

complejos peroxomolibdicos.

Precision N Media + DE (kU/L) CV (%)
Intra-corrida 20 5597 + 208 3,72
Inter-corrida 20 5486 = 290 5,29

Fuente: datos de la investigacion.

Tabla 3. Comparacion de métodos para estimar catalasa en hemolisados.

Coeficientes de correlacion. N=20

Titulacién con
Aebi
tiosulfato
Complejos
o 0,9869 0,9903
peroxomolibdicos

Fuente: datos de la investigacion.



