Zegar jodowy

CeHgOg + |, = CgHgOg + 21" + 2H"

(kwas askorbinowy) (kwas askorbinowy)

21" + H,O, + 2H" = |, + 2H,0



Odczynniki

e roztwor skrobi (zawiesina):
fyzeczka maki w 100 ml goracej (80-90 °C) wody

e roztwor kwasu askorbinowego:
tabletka witaminy C (100 mqg) rozpuszczona w 50 ml wody

e jodyna
 woda utleniona 3%

e ZImna woda



Wykonanie

W haczyniu o poj. 25 ml (albo wiekszej)

e do naczynia wla¢ 1 ml jodyny

e dodac bardzo powoli 2 ml roztworu kwasu askorbinowego, roztwdor zmienia
barwe z brunatnej na cytrynowa

e dodac ok. 0,8 ml zawiesiny skrobiowe;
e dodac 8 ml zimnej wody
e dodac¢ 8 ml wody utlenione;

e odczekac kilka minut — roztwor w mgnieniu oka zmienia barwe z cytrynowe;
na granatowo-czarng



Zegar jodowy w pomiarze aktywnosci katalazy
Catalase Assay by lodine Clock Reaction — CAICR

/redukcja\
CeHgOg + |5 = CgHgOg + 217 + 2H"

(kwas askorbinowy) (kwas askorbinowy)

utlenianie

/ \

21" + H,.O, + 2H* = |, + 2H,0
\
katalaza: H-O»> + Ho O — 2H-0 + O



A wiec?

e Duza aktywnosc¢ katalazy
* mato H20o
* mato Iz

e dtugi czas reakciji barwnej Io
ze skrobig (albo nawet
zupetny brak reakcji barwne))

« Mata aktywnosc¢ katalazy
e duzo H20:7
e duzo Io

» krotki czas reakcji barwnej |2
ze skrobig



~
=

hydrogen peroxide concentration [%]

ol
=

o
O

N
=

Catalase Assay by lodine Clock Reaction

0 200 400
time [s]



time [log10(s)]

N
N
O

3.00-

N
~
O

N
o)
O

2.00-

Catalase Assay by lodine Clock Reaction

€

0 2 4 6
hydrogen peroxide concentration [%]



Przepis na CAICR

Odczynniki

jodyna

kwas
askorbinowy

zawiesina
skrobiowa

woda

H202 30%

katalaza

roztwor reakciji
barwnej
(roztwor B)

10 pl

380 pl

3 ul

380 pl

roztwor reakciji
enzymatycznej
(roztwor E)

10,4 pl

69,6 ul
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roztwor reakcji enzymatycznej

(roztwor E)






Przepis na CAICR-WCIES: roztwor B

Odczynniki pipetujemy ,,insulinowka”

UWAGA! Podane objetosci sa na 5 prob!

:odvna kwas zawiesina woda
JoCy askorbinowy skrobiowa

roztwor reakciji

barwne; 0,28 ml 2,25 m| 0,23 ml 2,25 ml|

(roztwor B)

Po wymieszaniu nalezy przeniesc po 1 ml roztworu B do probowek chemicznych



Przepis na CAICR-WCIES: roztwor E

Odczynniki pipetujemy ,,insulinowka”

UWAGA! Przygotowac pojedynczo dla kazdej proby!

H202 30% katalaza woda

roztwor reakciji

enzymatycznej 0,06 m| 0,39 ml
(roztwor E)

kontrolny roztwor

reakcji enzymatycznej 0,06 ml 0,39 mi
(roztwor Ek)

Po uptywie 10 minut catos¢ (0,45 ml) przeniesc¢ do probowki z roztworem B
i od tego momentu mierzyc czas do zajscia reakcji barwnej




Jednostka aktywnosci katalazy

Catalase International Unit (ClU)

1 CIU - roztozenie 1 ymol H20O2 w ciggu 1 minuty w pH 7,0 w 25 °C

H-02 — 34 g/mol, dlatego 30% H202 = 8,8 mol/I



