ISIS “Newton” Varese. A.S. 2020/21 Laboratorio di Biochimica

Studio dei fattori che influenzano I’attivita dell’enzima: Catalasi

Lo scopo che ci si é prefissi con la presente ricerca e stato quello di indagare come alcuni fattori possano
influenzare I’attivita dell’enzima: catalasi contenuta nel fegato di bovino adulto.

Introduzione

Questo enzima appartiene alla classe delle ossidoreduttasi. 1l suo numero di identificazione sistematico
internazionale é: EC 1.11.1.6. Si tratta di un enzima presente in tutti gli organismi aventi metabolismo di tipo
aerobio. Negli animali & distribuito in vari tessuti del corpo ed in quantita maggiori si rileva nel fegato. E coinvolto
nei processi catabolici cui sono interessate diverse sostanze, tra cui ricordiamo: 1’aldeide formica, 1’acido formico
e I’alcool etilico. La sua azione enzimatica si esplica principalmente nella decomposizione dei R.O.S. (Reactive
Oxygen Species) tra i quali ricordiamo: il radicale ossidrilico (*OH), I’anione superossido (O2) ed il perossido di
idrogeno (H20>). Il processo di trasformazione di quest’ultima sostanza € molto importante poiché protegge i
tessuti dall’azione dannosa del perossido di idrogeno, di origine metabolica, che é in grado di danneggiare lipidi,
proteine ed acidi nucleici. Nel tessuto epatico si rileva il maggior contenuto di questo enzima, ragion per cui si €
deciso di utilizzare tale tipo di tessuto come fonte della proteina. Per le prove di laboratorio si & utilizzato un
campione di fegato di bovino adulto, acquistato in un punto vendita di un supermercato appartenente alla GDO.

Reazione utilizzata
La reazione catalizzata dalla catalasi utilizzata nello studio € stata la seguente
2H0, —» 2 H0+ 02
Materiali utilizzati

Beaker da 250 ml, burette da 50 ml, Centrifuga da laboratorio, cilindri di vetro da 10 ml e da 100 ml, imbuti di
vetro, Omogeneizzatore, Pipette Eppendorf 20 — 200 pl, vetrino d’orologio.

Reagenti utilizzati

e H>0za 30 volumi — Indicazioni di pericolo - H302+332, H318. Consigli di prudenza - P261, P271,
P280, P304+P340, P310, P305+P351+P338

e NaHPO4 — Indicazioni di pericolo: Non applicabile. Rif.to: scheda di sicurezza Carlo Erba reagenti.
Versione N.15 del 20.10.2020

e NaH>PO4 — Indicazioni di pericolo: Non applicabile. Rif.to: scheda di sicurezza Carlo Erba reagenti.
Versione N.15 del 20.10.2020

e NaCl - Indicazioni di pericolo: Non applicabile. Rif.to: scheda di sicurezza Carlo Erba reagenti.
Versione N.13 del 21.10.2020

e NHs soluzione al 30% - Indicazioni di pericolo — H302, H314, H318, H335, H400. Consigli di
prudenza — P233, P280, P301, P303, P304, P310, P305, P330, P331, P338, P340, P351, P353, P361,
P403.

e NH4CI — Indicazioni di pericolo — H302, H319. Consigli di prudenza — P264, P280, P301, P305, P312,
P313, P337, P338, P351, P50.

e CH3COOH — Indicazioni di pericolo — H226, H314. Consigli di prudenza — P210, P280, P301, P303,
P304, P305, P310, P330, P331, P338, P340, P351, P353, P361

e CH3COONa — Indicazioni di pericolo — Indicazioni di pericolo: Non applicabile. Rif.to: scheda di
sicurezza Carlo Erba reagenti. Versione N.17 del 19.10.2020

e HyO distillata.

Fattori studiati



In questa ricerca sono state studiate le influenze che avevano sull’attivita catalitica dell’enzima i seguenti
fattori:

e Azione catalitica svolta da volumi diversi di campione,
e pH della soluzione,

e temperatura,

e forzaionica,

e stato di conservazione dell’enzima.

Procedure di preparazione delle soluzioni dell’enzima
Estrazione della catalasi.

In tutte le esercitazioni si € proceduto ad estrarre una soluzione contenente la catalasi secondo la seguente
procedura: prelievo di grammi 2,0 di fegato di bovino adulto. 1l taglio é stato effettuato con bisturi da
laboratorio adeguatamente lavato prima dell’uso. Inserimento del fegato nel vano dell’omogeneizzatore.
Aggiunta di 8 ml di H.O distillata. Omogeneizzazione effettuata a velocita 1, tempo 3 minuti. Terminata
I’omogeneizzazione, il liquido si presenta come una sospensione torbida di colore rosa-rossastro sovrastata da
schiuma biancastra persistente.

Foto N.O1_campione allo stato congelato Foto N.02_prelievo del campione
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Separazione della soluzione contenente la catalasi.



11 liquido ottenuto con 1’omogeneizzatore ¢ stato posto in 2 provette da centrifuga, dopo equiparazione del
livello del liquido, le provette sono state sottoposte a centrifugazione alle seguenti condizioni: 5000 giri per 3
minuti.
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Foto N.O7_riempimento delle provette da centrifuga Foto N.08_livellamento dei liquidi



Foto N.11 estratto di fegato dopo centrifugazione. Foto N.12 prelievo dell’aliquota ~ Foto N.13_dettaglio caricamento
Si nota lo strato inferiori dei sedimenti. di campione contenente ’Enzima  della buretta

Preparazione dei campioni di catalasi.
Per effettuare ogni determinazione analitica, € stata applicata la seguente procedura.

A. Preparazione dell’ambiente di reazione. Un beaker da 250 ml pulito é stato sottoposto ad ulteriori N.3
lavaggi con H20 distillata allo scopo di eliminare eventuali impurezze dovute a pulviscolo atmosferico;

B. Quindi sono stati aggiunti 100 ml di H20 distillata prelevati con un cilindro di vetro;

C. Si e prelevato il campione di soluzione contenente la catalasi mediante pipetta Eppendorf ed é stato
inserito nel beaker. Per la procedura vedi paragrafo seguente;

D. In ogni singolo beaker e stata aggiunta un’ancoretta magnetica rivestita di plastica, quindi si & posto il
beaker su di una piastra magnetica e si € impostata la velocita di rotazione dell’ancoretta al regime di
100 giri/min;

E. si é proceduto quindi a condizionare I’ambiente di reazione secondo quanto specificato nei singoli casi
indicati nel paragrafo: studio dei singoli fattori.



Per il prelievo dei singoli campioni di soluzione di catalasi € stata seguita la seguente procedura.

A. Si sono utilizzati puntali nuovi,

B. Ogni singolo prelievo e stato effettuato al di sotto di 1 cm del livello del liquido della soluzione, e ad
una distanza dal livello del sottostante residuo solido di almeno 1,5 cm,

C. Cio al fine di non generare turbolenza che avrebbe fatto sollevare del residuo solido dal fondo,

D. In ogni prelievo ¢ stato creato il vuoto nella pipetta Eppendorff prima dell’inserimento nel liquido,

E. Tale accorgimento e stato dettato dalla considerazione che, nel caso in cui fosse stato creato il vuoto
nella pipetta dopo I’inserimento del puntale nel liquido, si sarebbe inserita dell’aria all’interno della
soluzione.

F. Al primo prelievo, il liquido é stato eliminato,

G. | prelievi successivi sono stati inseriti nei beaker delle singole determinazioni,

H. Nei casi in cui tra il prelievo di un campione di catalasi e 1’altro, intercorreva un tempo superiore al
minuto, é stato cambiato il puntale ripetendo i punti da B a G.

Foto N.14_caricamento buretta con H,O, Foto N.15_allestimento di una prova Foto N.16_prova pronta per la
determinazione

Studio dei singoli fattori.
Studio del primo fattore: Azione catalitica svolta da volumi diversi di campione di soluzione dell’enzima.

La determinazione dell’esatta quantita di enzima presente in ogni pl di soluzione non ¢ stata indagata. Sara
oggetto di un prossimo studio.

In questo contesto si € voluto indagare se esistesse una relazione tra il quantitativo di soluzione di enzima
prelevata e la quantita di H,O, decomposta.

In ogni singola prova sono stati aggiunti volumi diversi di soluzione secondo lo schema indicato nella
sottostante tabella dati N.1. Quindi alla temperatura ambiente di laboratorio di 20 °C circa, si & addizionata
H>0- a 30 volumi mediante aggiunte singole di 0,5 ml cadauna, osservando lo sviluppo di bollicine di gas
Ossigeno. L’interruzione delle aggiunte ¢ avvenuta allorquando non si € pit osservato lo sviluppo di ossigeno
per un intervallo di tempo pari ad almeno 2 minuti, avendo cura di non riportare nei dati della tabella 1’ultima
aggiunta effettuata.



Tabella dati N.1 Fattore studiato: azione catalitica di volumi diversi di soluzione di catalasi
Numero Prova Temperatura Volume di H,O Volume di soluzione di Volume di H20- (a 30 vol)
distillata catalasi utilizzato decomposti
1 +20°C 100 ml 10 pl 10,5 ml
2 +20°C 100 ml 20 ul 19,5 ml
3 +20°C 100 ml 40 pl 27,0 ml
4 +20°C 100 ml 60 pl 47,5 ml
Grafico N.1.
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Risultato.

Dall’analisi del grafico, si evidenzia una relazione di tipo quasi lineare esistente tra il quantitativo di soluzione
di catalasi presente ed il quantitativo di H.O, decomposta.

Nel corso di questa prima fase dello studio, si sono evidenziate diverse osservazioni sperimentali di cui si e
dovuto tenere conto nell’esecuzione delle prove successive. Esaminiamole in dettaglio:

1.
2.

La preparazione di ogni singola prova € alquanto elaborata.

Prestare attenzione poiché: la riproducibilita dei dati € molto difficile da realizzare, in quanto vi sono

coinvolte numerose variabili.

Questa problematica ha obbligato ad una ripetizione di alcune singole determinazioni nel corso dello

studio dei singoli fattori.

Si & notato infatti, gia nelle fasi iniziali dello studio, che a parita di volume di soluzione di enzima

prelevato, i volumi di H.O, decomposta erano in alcuni casi discordanti.

Per ridurre al minimo la variabilita dei dati, ed aumentare pertanto la riproducibilita degli stessi, si e

cercato di esaminare tutte le possibili influenze, alfine di poter standardizzare le procedure di estrazione

e di prelievo della soluzione contenente 1’enzima. Nello specifico:

5.1.Nel prelievo del fegato rimuovere eventuali residui di grasso presenti;

5.2.Prelevare le singole aliquote di soluzione con un puntale nuovo ed “avvinato”, qualora intercorra un
tempo superiore al minuto tra un prelievo e 1’altro;

5.3. Prelevare tutte le aliquote da un'unica provetta;

5.4.Prelevare le aliquote sempre allo stesso livello della soluzione;

5.5.Creare il vuoto all’interno della pipetta Eppendorff prima di immettere il puntale nella soluzione. In
caso contrario: A. si immette aria nella soluzione. B. I’aria immessa crea degli spostamenti di
liquido che possono alterare i prelievi della soluzione. C. si rischia anche il rimescolamento della
frazione solida presente in fondo alla provetta.

5.6.Svuotare bene, accuratamente e completamente 1’aliquota di soluzione prelevata con la pipetta
Eppendorff nel beaker con I’H20 distillata dove si eseguira poi la prova.




6. Lo sviluppo delle bollicine di ossigeno & piu intenso nelle fasi iniziali della prova.

7. Le bollicine sono poche e voluminose nelle fasi iniziali, con il prosieguo delle aggiunte di H.O
diventano di volta in volta piu piccole e numerose.

8. Nelle fasi finali, lo sviluppo delle bollicine avviene prevalentemente in corrispondenza dell’ancoretta
magnetica, rispetto alla massa complessiva di liquido presente nel beaker. Probabile spiegazione: una
parte dell’enzima ¢ stato temporaneamente adsorbito dalla plastica dell’ancoretta. In tale frazione di
enzima, si evidenzia una maggiore persistenza dell’attivita catalitica rispetto alla frazione libera
presente nel liquido.

9. A parita di tutte le condizioni sperimentali adottate, e precedentemente elencate, si nota una diversa
attivita catalitica, manifestata nelle fasi finali delle aggiunte, in relazione alla tipologia di ancoretta
magnetica utilizzata. Si € ipotizzato, come probabile spiegazione del fenomeno osservato, la diversa
composizione chimica della plastica di rivestimento dell’ancoretta. Si rende pertanto necessario
utilizzare un’unica tipologia di ancoretta magnetica in tutte le prove.

Foto N.17_sviluppo di O.. Si noti la grandezza delle  Foto N.18_sviluppo di O; alla prima aggiunta di H,O; in
Bollicine nelle fasi iniziali. corso di esecuzione di una prova.

it DL SV TS SR

e .4 ‘ b a. i ‘ A b.
Foto N.19_a. sviluppo intenso e prolungato di O, da un’ancoretta rivestita in plastica; b. a parita di condizioni operative
un’altra tipologia di ancoretta arresta lo sviluppo di Oz molto prima.
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Foto N.20_a parita di tutte le altre condizioni operative, si noti il diverso sviluppo di bollicine di gas con 3 diverse
tipologie di ancorette.

Studio del secondo fattore: pH della soluzione

Ogni enzima, essendo una proteina, possiede un suo valore caratteristico di pH al quale esplica al meglio la
propria attivita catalitica. Discostandosi dal valore di “optimum” I’enzima mostra una tendenza pit 0 meno
marcata alla diminuzione di tale attivita.

In questa sezione ¢ stata indagata I’attivita dell’enzima a 3 differenti valori di pH: 4,75 — 7,20 — 9,26.

Per ottenere la stabilizzazione del pH al valore prestabilito, si sono utilizzate delle soluzioni tampone preparate
secondo il seguente schema:

1. pH 4,75. Tampone acetato. Prelevare 6 gr di CHsCOOH glaciale e versarli in un matraccio da 100 ml,
aggiungere 8,2 g di CH3COONa sciolto in poca H20 distillata. Portare a volume.

2. pH7,20. Tampone fosfato. Prelevare 14,2 gr di Na2HPOg e scioglierli in poca H20 distillata. A parte
prelevare 11,98 gr di NaH2POg4 e scioglierli in poca H20 distillata. Unire le due soluzioni in un
matraccio da 100 ml e portare a volume con H20O distillata.

3. pH 9,26. Tampone ammoniacale. Prelevare 5,35 gr di NH4Cl e scioglierli in poca H20 distillata.
Versarli in un matraccio da 100 ml. Aggiungere 13 ml di NHz conc. 30% (densita 0,892 g/ml) e portare
a volume con H.O distillata.

Sono state effettuate N.3 prove, allestendo i singoli beaker come da procedura su esposta. In seguito ad ogni
singola determinazione sono stati aggiunti 5 ml di una soluzione tampone secondo lo schema indicato nella
tabella dati N.2. Si e atteso 1 minuto, mantenendo il liquido del beaker sotto agitazione di 100 giri/minuto con
I’ancoretta magnetica, ed alla temperatura di laboratorio di circa 20 °C. Quindi si ¢ proceduto ad addizionare
delle aliquote da 0,5 ml cadauna, di H-O> a 30 volumi notando lo sviluppo delle caratteristiche bollicine di
ossigeno. Al termine dello sviluppo del gas, per un intervallo di tempo minimo di 2 minuti dall’ultima aggiunta
di perossido, si é sottratta, dai dati, I’ultima aliquota addizionata.

Tabella Fattore studiato: pH della soluzione
dati N.2
Numero | Temperatura | Volume di Volume di pH del Volume di H20: (a 30 vol) consumati
Prova H,O distillata | soluzione di tampone
catalasi utilizzato

5 +20°C 100 ml 20 pl 4,75 15 ml

6 +20°C 100 ml 20 pl 7,20 23,5 ml

7 +20°C 100 ml 20 pl 9,26 24,5 ml




Grafico N.2.
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Risultato.

Dalle prove effettuate si rileva che I’enzima presenta un incremento della sua attivita catalitica, in modo lineare
all’aumentare del pH da un valore acido, esaminato, di 4,75 fino ad un valore prossimo al pH fisiologico del
sangue (compreso nell’intervallo 7,20-7,38). Oltre tale valore di basicita, la catalasi, continua ad espletare la sua
azione catalitica senza evidenziare alcun decremento.

Sara oggetto di un prossimo studio indagare il comportamento dell’enzima a valori di pH oltre quelli studiati in
questa ricerca.

a. C.
Foto N.21_si vedono le fasi di preparazione del tampone ammoniacale: a. reattivi, b. pesata, c. dissoluzione.
Studio del terzo fattore: temperatura.

Gli enzimi mostrano una diversa attivita catalitica in relazione alla temperatura dell’ambiente in cui si trovano.
Il caso generale ¢ quello dell’andamento rappresentabile con una curva dalla forma di una “campana
leggermente asimmetrica”.

In questa sezione si ¢ indagata ’attivita della catalasi a 4 diversi valori di temperatura: - 2 °C, + 20 °C, +40 °C,
e + 50 °C.

Per consentire di mantenere stabilizzata la temperatura al valore prefissato per ogni determinazione, ogni
beaker é stato inserito in un opportuno sistema a bagnomaria.

e Per la temperatura di -2 °C: un cristallizzatore con dentro 300 ml di H2O piu alcuni cubetti di ghiaccio e
circa 30 gr di NaCl nella fase iniziale. In seguito, si sono effettuate delle ulteriori aggiunte nell” H20



fredda presente all’interno del cristallizzatore onde contenere i rialzi di temperatura dovuti al calore
ambientale;

e Per le temperature da +20°C a +50°C: un cristallizzatore con dentro 300 ml di H20 e riscaldato tramite
la piastra magnetica.

Tale sistema ¢ stato posizionato sopra la piastra per I’agitazione magnetica. Ci si € inoltre assicurati che
I’incremento dello spessore del vetro non comportasse una sensibile riduzione della velocita di rotazione
dell’ancoretta magnetica, fissata in circa 100 giri/minuto. Per tutta la durata dell’esecuzione della prova, si ¢
operato in modo da mantenere 1’oscillazione della temperatura entro un margine di = 1°C. In ogni
determinazione si sono effettuate singole aggiunte di 0,5 ml di H2O- a 30 volumi e rilevando la produzione di
gas. Le aggiunte sono state interrotte alla cessazione dello sviluppo di gas, ed eliminando dalla tabella dati
I’ultima aggiunta. I dati sono evidenziati nella tabella N.3.

Tabella Fattore studiato: temperatura
dati N.3
Numero Temperatura | Volume di Volume di Volume di H20; (a 30
Prova H2O distillata | soluzione di vol) consumati
catalasi utilizzato
8 -2°C 100 ml 20 pl 55ml
9 +30 °C 100 ml 20 pl 18 ml
10 +40 °C 100 ml 20 pl 22 ml
11 +50 °C 100 ml 20 pl 6 ml
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fattore studiato: Temperatura
25
20
~ 15
Q
I
S
> 10
5
0
-10 0 10 20 30 40 50 60
Temperatura
Risultato.

Dal grafico si evidenzia come 1’enzima catalasi, presenti il tipico andamento atteso per 1’attivita catalitica in
funzione della temperatura. Il massimo dell’attivita (il picco) si colloca in prossimita della temperatura
corporea. Particolare interessante, 1’enzima presenta attivita catalitica anche a temperature poste al di sotto dello
zero °C. A questi bassi valori di temperatura, i tempi di reazione subiscono un interessante rallentamento sia
nelle fasi iniziali quanto in quelle finali delle aggiunte dei volumi di H,O..



Foto N.23_particolare dell’aggiunta di NaCl

Foto N.24 sviluppo di Oz nella soluzione a -2°C.
Studio del quarto fattore: concentrazione salina.

Un enzima presenta generalmente una variazione della sua attivita in funzione della concentrazione salina
dell’ambiente in cui si trova. | parametri oggetto di studio sono stati:

1. la concentrazione salina;

2. la presenza di un elettrolita forte, che essendo completamente dissociato aumenta gli ioni presenti nella
soluzione. Sono questi ioni che idratandosi diminuiscono 1’ Aw riducendo parzialmente 1’attivita enzimatica.

In questa sezione si ¢ studiata 1’attivita della catalasi in presenza di un elettrolita forte e completamente
dissociato. Si € indagato un campo abbastanza ristretto di concentrazioni saline, riservandosi in futuri studi, di
studiare campi di concentrazione piu alti. L’elettrolita scelto & stato NaCl con i quantitativi indicati nella
sottostante tabella N.4. Il sale ¢ stato addizionato allo stato solido e precedentemente essiccato. In ogni singola
determinazione, a dissoluzione dell’NaCl avvenuta, mediante 1’ausilio dell’ancoretta, si ¢ proceduto con le
aggiunte delle singole aliquote di H.Oche in questa sezione di studio sono state pari a 0,1 ml.

Tabella Fattore studiato: Concentrazione salina di NaCl
dati N.4
Numero | Temperatura | Volume di Volume di NaCl conc. | Volume di H-0- (a
Prova H,O distillata | soluzione di % m/v 30 vol) consumati
catalasi utilizzato
12 +20°C 100 ml 20 pul 0,1 19,0 ml
13 +20°C 100 ml 20 pl 0,5 16,0 ml
14 +20°C 100 ml 20 pl 1,0 8,1 ml
15 +20°C 100 ml 20 pl 1,5 7,9 ml
16 +20°C 100 ml 20 pl 2,0 7,1 ml
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Risultato.

Analizzando 1 dati registrati, si evidenzia come per piccole variazioni di concentrazione dell’enzima si osserva
una forte variazione di attivitd enzimatica. Da una concentrazione pari all’1% in poi si rileva invece una
modesta variazione di attivita, anche quando la concentrazione dell’elettrolita raddoppia passando dall’1% al
2%. In questa sezione dello studio, si & osservata una certa difficolta nella ripetibilita dei dati. In un prossimo
studio si esaminera piu in dettaglio tale fattore.

Studio del quinto fattore: concentrazione dell’H-O..

Oggetto di questa sezione dello studio é stato verificare se la concentrazione del substrato aggiunto alla
soluzione influisse sull’attivita catalitica complessiva dell’enzima. Si sono effettuate delle prove utilizzando
concentrazioni diverse di H,O.. | dati sono indicati nella tabella N.5.

Tabella Fattore studiato: Concentrazione salina di NaCl
dati N.5
Numero Temperatura | Volume di Volume di Conc. Volume di H;0;
Prova H-O distillata | soluzione di H.0,Vol. | utilizzato
catalasi utilizzato
17 +20°C 100 ml 20 pl 30 18,5 ml
18 +20°C 100 ml 20 pl 15 58,5 ml
19 +20°C 100 ml 20 pl 3 72,5 ml
Grafico N.5.
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Risultato.

Dalle prove effettuate si ¢ rilevata una relazione quasi lineare tra la concentrazione dell’ H,O- ed i relativi
volumi consumati, a meno dell’errore sperimentale. Per quanto attiene ai tempi di reazione si € constatato che si
allungano notevolmente diminuendo la concentrazione del perossido d’idrogeno. Infine le bollicine del gas
sviluppato si mantengono di dimensioni piuttosto grandi con le basse concentrazione del perossido fino ad una
fase avanzata della prova. Oggetto di un prossimo studio sara quello di valutare il comportamento dell’enzima
in relazione alla diversa concentrazione dell’H,O, in funzione del variare degli altri parametri.

Studio del sesto fattore: conservazione della soluzione dell’enzima.

In questa ultima sezione dello studio si ¢ voluto indagare se la conservazione della soluzione dell’enzima,
sottoposta a conservazione allo stato congelato, mantenesse inalterata la propria capacita catalitica. Una
soluzione dell’enzima ¢ stata sottoposta a congelamento alla temperatura di -6 °C. A distanza di 7 giorni la
soluzione dell’enzima ¢ stata scongelata e condizionata alla temperatura ambiente di circa 20 °C e N.3
campioni di soluzione sono state sottoposte a determinazione analitica. In questa sezione dello studio, i volumi
di H,0, sono stati aggiunti in aliquote di 1ml ciascuna. | dati sono raccolti nella sottostante Tabella N.6.

Tabella Fattore studiato: Concentrazione salina di NaCl
dati N.6
Numero Temperatura | Volume di Volume di Tempo di Volume di H;O;
Prova di lavoro H.O distillata | soluzione di congelamento | consumati
catalasi utilizzato | giorni
20 +20°C 100 ml 20 ul 7 17,9 ml
21 +20°C 100 ml 40 pl 7 29,7 ml
22 +20°C 100 ml 60 ul 7 54,6 ml
Grafico N.6.
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Risultato.

I dati rilevati dimostrano che il congelamento della soluzione non determina alcuna alterazione dell’enzima.
Inoltre, i dati sono, a meno degli errori sperimentali, confrontabili con quelli di una soluzione di catalasi appena
estratta dal fegato, come si puo evincere dal confronto con i dati ottenuti nella prima sezione del presente
studio.
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