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I. Módszertani kérdések

FELFÖ LD Y  LAJOS és F. KALKÓ ZSUZSA 

(É rkezett : 1956. m ájus 15-én)

Az Intézet növénytani tematikájában szereplő kérdések vizsgálata során 
többször vált szükségessé különféle növényfajok, különböző kezelést kapott 
egyedek, sőt letépett szervek fiziológiai állapotának számszerű kifejezése. 
Ilyen természetű kísérleteink során olyan egyszerűbb módszert kerestünk, 
mely a kétségtelenül legpontosabb, de túl bonyolult oxigén-fogyasztás mérést 
pótolhatta volna.

Annak, hogy figyelmünk a kataláz enzim felé fordult, több oka van. 
Mindenekelőtt az a tény, hogy mondhatni minden élő sejtben jelen van, 
mely szabály alól a növényvilágban csupán egyes anaerob mikroorganizmusok 
(M o ll a n d  Í947), a Lactobacteriaceae család és a Clostridium genusz egyes 
tagjai (Su m n e r  és S o m e r s  1953), hőforrásokban élő egyes kékmoszatok 
(H a r v e y  1924) képeznek kivételt. A magasabbrendű növények szervei közül 
csupán R e e d  (1916) állapította meg hiányát az éretlen ananász termésében, 
de adata csak fenntartással fogadható el. A növényi sejtek kataláz aktivitása 
ugyan sokkal az állatoké alatt van, de azért jól mérhető mennyiségekről van 
szó, sőt ismerünk igen élénk kataláz-aktivitású növényeket is. L o e w  (1899) 
dohánylevélben fedezte fel ezt az enzimet és már ő hangsúlyozza, hogy minden 
élő sejt alkotó része.

A másik ok az volt, hogy Intézetünk Állattani Osztályán már évek óta 
dolgoznak ezzel az enzimmel. F á b iá n  G y u l a  és S z é k y  P á l  kartársak tapasz
talataikat szívesen átadták, amivel igen sok meddő előkísérletezést takarít
hattunk meg és amiért hálás köszönetünket kell kifejeznünk. A harmadik 
oknak azt a nagyszámú irodalmi adatot említjük meg, mely a növényi szövetek 
anyagcsere- és kataláz-aktivitás intenzitása közti pozitív összefüggésről szá
mol be (Ap p l e m a n  1916, 1918, A u c h t e r  1923, B u r g e  1923, B u r g e  és B u r g e  
1924, Co r n s  1950, E z e l l  és Ch r is t  1927, F o r t in i  és V e n e z ia n  1950, G u s t a f 
s o n  et ab 1932, H e in ic k e  1923, K in g  et al. 1934, K n o t t  1927, K e l l e r  1931, 
1931a, S e l l  et al. 1948, Sh u l l  és D a v is  1923, S t o u t  1949, T y s o n  1930, 
Y a m a f u ji  1936 stb.).

Végül, de nem utolsósorban csábító volt az a tény, hogy a kataláz meg
határozása roppant egyszerű, hiszen elvileg nem kell mást tennünk,- mint az 
enzim preparátumot, vagy az enzim tartalmú kivonatot hidrogén peroxid 
oldattal hozzuk össze és vagy a keletkező 0 2 gázt mérjük manó metrikusan.
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vagy a visszamaradó H20 2-t határozzuk meg permanganometriával, vagy 
jodometrikus úton. Hogy mindezek ellenére külön dolgozatban számolunk 
be a munkánk során felmerült módszertani kérdésekről, azt az indokolja, 
hogy egyrészt a zöld növényi részek enzimológiai vizsgálata legtöbbször 
különösen kényes feladat (H a s se  és Sp e c h t  1952) és főképpen az, hogy a 
nem tiszta enzim preparátummal, hanem egyszerű szövet homogenizátummal 
dolgozó munkákban sem a módszer, sem a kataláz-aktivitás mértékének meg-

1. ábra. Virágos növények szövethom ogenizátum ában m ért kataláz-ak tiv itás pH  opti
m um a. I. mezei juharm ag, II. cukorrépa levél, 1П. napraforgó szikiével.

Fig. 1. pH  optim a of catalase ac tiv ity  m easured in  tissue-homogenizates of different 
angiosperms. I. Acer campestre seeds, II. Sugarbeet leaves, III . Sunflower cotyledons. —- 

O rdinate : mg H 20 2/1 g dry  m atter/1  min. ; abscissa : pH .
Puc. 1. pH -оптимум активности каталазы измеренный в тканевых гомогенизатах разных 
явнобрачных растений. I. Семена полевога клена, II. Л ист свекловицы, II.. Семядоля

подсолнуха.

adása nem egységes, így az egyes részleteredmények összehasonlítását csak 
az elvi alapokat is feltáró módszertani tájékoztatás teszi lehetségessé. Újab
ban hazánkban is többen fordultak figyelemmel a kataláz vizsgálatok felé, 
nemegyszer komoly gyakorlati kérdések eldöntésében (E if e r t n é  1955, 
F a r k a s  és R a jh á t h y  1955), eredményeink közzététele ezért is helyesnek 
látszik.

A megtárgyalandó kérdések közül a homogenizálás módja, a kísérlet 
közben használt oldatok hidrogénion koncentrációja, az enzim- és a szubsztrá- 
tum koncentráció kérdései a legfontosabbak.
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1. A hidrogénion koncentráció problémája

Az 1. és 2. ábrán bemutatjuk néhány növényi szövethomogenizátum 
kataláz-aktivitásának pH optimumát. Mind a magasabbrendű (1. ábra) 
növények levele (répalevél), sziklevele (napraforgó), mind pedig magjának 
(mezei juhar) homogenizátumában, de ugyanígy az alacsonyabbrendű (2. ábra)

2. ábra. A Rhytidiadelphus triquetrus m oha (I) és Xanthoria parietina zuzmó (II) szövet- 
hom ogenizátum ának kataláz-ak tiv itás pH  optim um a.

Fig. 2. pH  optim a of catalase activ ity , m easured in  tissue homogenizates of Rhytidiadel
phus triquetrus (Bryophyta) (I) and of Xanthoria parietina  (Lichenes) (II). O rdinate : 

mg H 20 2 decomposed by 1 g d ry  m a tte r per 1 min. ; abscissa : pH .
Puc. 2. pH-оптимум активности каталазы в тканевых гомогенизатах (I) моха R hyti- 

diadlphus triq u e tru s  и (II) лишаника X an to ria  parietina.

zuzmó (Xanthoria) és lombosmoha (Rhytidiadelphus triquetrus) esetében is 
az aktivitás meglehetősen lapos maximuma pH 7—8 között van. Ez nem mond 
ellen az irodalomban található adatok zömének. Igen fontos tudnunk, hogy a 
nagy hidrogénion koncentráció a katalázt irreverzibilisen károsítja (E u l e r  
et al. 1930, K in z e l  és U r l  1954), ezért különösen savanyú sejtnedvű szervek 
esetében (gyümölcsök, Rumex, Berberis, Oxalis, Begonia, Tradescantia, Cras- 
sulaceák, kaktuszok stb.) a homogenizálást nem végezhetjük vízben (F r ig g e r i  
1940), hanem vagy a pH optimumnak megfelelő 1/15 M foszfát pufferben
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dörzsöljük el az anyagot, vagy kevés CaC03 hozzáadásával állítjuk be a pH-t 
(N ik o l a j e v  és S ip ic in a  1936 és sokan mások). S t o u t  (1949) a H20 2 oldatba 
is tesz kevés CaC03-ot. K in z e l  és U r l  (1954) a kedvező lúgossági fokot 0,1 n 
NH4OH permeáltatásával érik el. Az ő vizsgálataik szerint a savanyú sejt
nedv károsító hatása oly nagymértékű lehet, hogy az ellene való védekezést 
külön tanulmány tárgyává tettük a szétdörzsölésnél használt közeg pH-jának 
szerepét illetőleg (1. táblázat).

1. táblázat
Különböző módon eldörzsölt napraforgó szikiévé! kataláz-aktivitás értékei

1. Eldörzsölés módja 2. Kataláz
m g  H202/1 g Sza/1 perc

I_______
a) Desztillált v ízben .......................................................
b) pH 7,4 foszfát pufferben............ ............................
c) 0,1 n NH4OII kezelés után foszfát pufferben . .
d) Késhegynyi CaC03 hozzáadásával vízben ..........
ej Késhegynyi Ca.C03 -j- pH 7,4 foszfát puffer ........

148.5
179.3
185.5 
36,7

101.3

A táblázatból kétségtelenül kiviláglik a pH szerepének fontossága a homoge- 
nizálásnál. A Helianthus szíklevél nem túl savas sejtnedve (az 1 : 10 arányú 
desztillált vizes szuszpenzió pH-ja 5,8—6,2 között van) esetén elégséges az 
optimális pH-jú foszfát pufferben való szuszpendálás. A K in z e l  és U r l  által 
ajánlott ammóniás átitatás és a foszfát pufferes jkezelés közt nincs szignifikáns 
differencia.

Más azonban a helyzet a közismerten alacsony pH értéket mutató 
Zebrina pendula levél esetében (2. táblázat), ahol a híg ammóniás kezelés 
messze felülmúlj a a többi módszert .

2. táblázat
Zebrina pendula levél kataláz-aktivitása különféle hidrogénion koncentrációjú közegben

végzett eldörzsölés esetén

1 .... ... 2. Kataláz1. Eldörzsölés módja mg Hj0j/1 g Sza/1 pere

a) Desztillált v ízben ...................................’. . . . .
b) pH 7,4 foszfát pufferben........ , . . . ..............
c) 0,1 n NH4OH kezelés után foszfát pufferben
d) Késhegynyi CaC03 -(- v í z ...............................

24,2
37,1
69.7
40.7

Igen feltűnő, hogy az irodalomban elterjedt CaC03 eldörzsölés milyen rossz 
és bizonytalan eredményt adott, különösen a napraforgó szíklevél esetében. 
Próbálkoztunk Calcium carbonícum praecipitatum pro anal, mellett közön
séges krétaporral is (N ik o l a je v  és S ip ic in a  1936), de azzal sem sikerült 
megnyugtató értéket kapnunk.

Végeredményben meg kellett állapítanunk, hogy a legkielégítőbb mód
szernek a K in z e l  és U r l  által ajánlott 0,1  n ammóniás kezelés mutatkozik, 
de nem túl savas kémhatású sejtnedvet tartalmazó szövet esetében a pH
7,4 foszfát pufferben való eldörzsölés is jó eredményt ad. Tekintve, hogy az 
ammóniás kezelés elég nagy munkatöbbletet jelent, különösen nagy széria 
vizsgálatok előtt érdemes előkísérlettel anyagról anyagra eldönteni, hogy az 
egyszerű pufferes homogenizálás nem elégséges-e ?
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Az ammóniás kezelést, mely végeredményben a káros hatású sejtnedvet 
in vivo semlegesíti, az alábbi módon végeztük : A vizsgálandó levelet, vagy 
abból kivágott korongot, pontos mérés után (élősúly meghatározása) 10 percig 
vákuuminfiltráljuk desztillált vízzel, hogy az ammónia bediffundálását elő
segítsük, majd éles szikével vékony szeletekre vágjuk és annyi ideig tartjuk 
0,1 n NH4OH oldatban, míg a semlegesítés megtörténik (legjobb indikátor
nak az antociános sejtnedvű sejtek megkékülése bizonyult). Ez kb. fél óra 
hosszat tart. A túl hosszú kezelés nem kedvező. Ezután a szűrőpapírral leita
to tt mintát súlyának százszorosát kitevő pH 7,4 foszfátpufferben eldörzsölve 
készítjük el az alapszuszpenziót. (K inzel  és U rl 1954.)
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3. ábra. Példa a kedvező szubsztrátum  koncentráció grafikus m egállapítására. A fogyott 
m érőoldat m l értékek logaritm usai az idő függvényében megközelítőleg egyenes vonal

m entén helyezkednek el
Fig. 3. Exam ple for the graphical control of th e  suitable concentration of the su b stra 
te . The logarithm ic values of the  consumed ml-s of the m easuring solution fall approxi

m ately  along a stra igh t line, if  represented in  the  function of time.
Puc. 3. Пример для графического определения положительной концентрации субэтрата. 
Логарифмы m l-веичин уменьшенногося измерительное раэтвора расположатся в 

функции времени вдоль срапнительно прямой линии.

2. Az enzim és szubsztrátum koncentráció kérdései
A hidrogén peroxid bomlása kataláz hatására rövid ideig (mintegy 2 per

cig) megközelítőleg monomolekiüáris reakcióként folyik le, de a reakció 
sebessége annak előrehaladásával csökken, mert a peroxid a katalázt károsítja. 
Éppen ezért minél alacsonyabb H20 2 koncentrációval dolgozunk, annál jobban 
kiküszöböljük a kataláz bomlását és eredményeink annál jobban közelítik 
meg az elsőrendű reakciók adatait. Az alacsony H20 2 koncentrációt, a gyors 
munkát és az alacsony hőmérsékletet mondhatni minden szakember hang
súlyozottan ajánlja (Smirnow  és Alissowa  1924, D oyle és Clinch  1928, 
Morgulis 1931, D eribas és K ornmann 1936, George 1949, Ovcsinnikov  
1951, B eers  és Sizer  1952, 1953, hogy csak a szorosan ezzel a problémával 
foglalkozókat említsük).

A peroxid koncentráció helyességét F ábián  tanácsára egyszerű grafikus 
módszerrel döntöttük el. Ha reakció-elegyünk (1. később) alikvot részeiben, 
meghatározott időközökben inaktiváljuk az enzimet és visszamérjük a mara
dék H20 2-t, akkor a mérőoldat elfogyott ml-einek logaritmus értékei, az idő 
függvényében grafikusan ábrázolva, helyes koncentráció választás esetén
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megközelítőleg egyenesben fekszenek. (3. ábra)  Ogura e t al. (1950) külön
böző inh ib itorok  h a tá sá t jellemzik hasonló grafikus módszerrel.

A helyes koncentráció még pontosabb megállapítási módja az, ha 
kiszámítjuk a bomlás sebességi állandóját a

k =  '5У5?' log A
t x

egyenlet segítségével, ahol t az inaktiválásig eltelt idő percekben, A0 a ki
indulási H20 2 koncentráció (a 0 perckor inaktivált alikvot, rész H20 2-tartalma) 
x pedig a t perc múlva kapott H20 2 érték. Tekintettel arra, hogy a képletben 
csak a két utóbbi szám hányadosa szerepel, nem kell a H20 2 mg-értékét 
kiszámítanunk, elég a fogyott mérőoldat ml értékeivel dolgoznunk. Helyesen 
megválasztott koncentráció esetén az egymás utáni időpontokban kapott 
le értékeknek közel konstansnak kell lenníök.

Mi, hacsak különleges növényanyag másképpen nem kívánta, 0,02%-os 
H20 2 koncentrációval dolgoztunk, melynek helyes voltát a fent vázolt grafikus 
módszerrel munka közben állandóan ellenőriztük.

Az enzim-tartalmú homogenizátum koncentrációjának megválasztásakor 
R ichardson  et al. (1953) eredményei nyomán úgy jártunk el, hogy a külön
böző hígítású szövethomogenizátumok közül azt használtuk, mely a jelenlévő 
peroxid 20—80%-át bontotta el 10 perc alatt. Kutatásaik szerint ugyanis 
a túl lassú és a túl gyors bontás az eredményeket eltorzítja. Munkánk során 
pedig a legkülönbözőbb növények legkülönbözőbb szerveivel dolgoztunk, 
1 : 100 vagy 1 : 200 arányú hígítást készítettünk. Az irodalom igen sok 
esetben szintén a minél nagyobb hígítást ajánlja (Morgulis 1931, B eers  
és Sizer  1953), mert egyrészt a közeg ozmotikus értéke (Ovcsinnikov 1951), 
másrészt még a neutrális sók töményebb jelenléte is (Smirnow  és Alissowa 
1924) a katalázt károsítják, illetve gátolják. A nagy hígítás révén aránylag 
kevés szerves anyag jut az inaktivált mintába (1 : 100 hígítású alapszusz- 
penzió esetében 1 : 600 hígítás!) és ez lehetővé teszi a jóval kényelmesebb 
és olcsóbb permanganometriás peroxid meghatározást. A nagyobb mennyiségű 
szerves anyag KMn04 fogyasztása a jóval több manuális munkát kívánó 
jodometriát teszi szükségessé.

I tt említjük meg azt, hogy a homogenizálásnak a megfelelő pufferrel 
ellepett mintán kell történnie. A gondos, egyenletes felaprózás fontosságát 
több szerző hangsúlyozza (Schmidt 1926, Makarew skaja  1941), de a homo
genizátum szűrése (Eu ler  et al. 1930) vagy centrifugálása (H ibbard  1937) 
nem engedhető meg, mert mind a szűrlet, mind pedig a centrifugátum tisztája 
csökkentett aktivitást mutat (Vö. K rossing 1940, H agen és J ones 1952, 
McClendon  1953).

Az enzim és a szubsztrátum koncentrációjáról szóló eszmefuttatásunk 
végén ki kell emelnünk azt a tényt, hogy egyes növények különböző korú 
leveleiben oly nagymértékben különbözik a kataláz-aktivitás, hogy ugyan
azzal a hígítási módszerrel nem dolgozhattunk. Ezért az enzim-tartalmú 
kivonat, a szubsztrátum, nagy mennyiségű puffer és desztillált víz keveréké
ből úgy állítottuk össze a reakciós elegyet, hogy abban a két legkényesebb 
részlet aránya változtatható, az alapvető fizikai kémiai tulajdonságok (pH 
össz-só koncentráció stb.) lényeges változása nélkül.
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3. Kataláz meghatározási módszerünk növényi anyagokban

A vizsgálandó szervből, a helyes átlagmínta-vétel szempontjainak 
figyelembevételével, 80—500 mg-os mintát veszünk. Levelekből dugófúróval 
készített korongok összekeverésével biztosítjuk a helyes átlagot. A súlyt 
torziós mérlegen 0,1 mg pontossággal megállapítjuk (élősúly =  És) és az elő- 
kísérletek szerint megállapított ammóniás előkezeléssel, vagy anélkül a minta 
súlyának százszorosát kitevő pH 7,4 foszfát pufferben tökéletes homogeni- 
zátumot készítünk, amit pár csepp toluollal tartósítunk. A szétdörzsölést 
kis mennyiségű pufferben kezdjük, vigyázva arra, hogy a sejtek roncsolásakor 
a sejtnedv közömbösítésére kellő mennyiségű puffer álljon rendelkezésre 
(1 : 100 alapszuszpenzió).

A reakciós vagy inkubációs elegy összetétele legtöbbször a következő:

20 ml pH 7,4 foszfát puffer*
26 ml desztillált víz 

2 ml alapszuszpenzió 
2 ml 0,5%-os H20 2.

Túl kicsi vagy túl nagy kataláz-aktivitás esetén az alapszuszpenzió adagolásán 
is és a peroxid mennyiségen is változtathatunk, a víz térfogatának megfelelő vál
toztatásával párhuzamosan. Az inkubációs elegy végső térfogata mindig 50 ml.

A kataláz-aktivitás nem független az elegy hőmérsékletétől. Legjobb 
egészen alacsony hőfokon, 0, +  2 0° között dolgozni, mert itt a H20 2 nem 
támadja meg az enzimet (Morgulis 1931) és más zavaró anyagok, különösen 
a peroxidázok működése sem zavar (R ichardson  et. ab 1953). Mi általában 
friss csap víz hőmérsékletű vízfürdőben (10—12 C°) dolgoztunk : az alap- 
szuszpenziót, a peroxid oldatot és a puffert előre behűtöttük és utána hoztuk 
össze őket. Ha relatív értékekkel is megelégedhettünk,, dolgoztunk labora
tóriumi hőmérsékleten is (18—20 C°), de ekkor a hőfokot külön pontosan 
feljegyeztük.

A reakciós elegybe legutoljára a hidrogénperoxidot pipettázzuk és a 
beengedés utáni fél perc elmúltával 5 ml-t veszünk ki belőle, amit 10 ml 
kb. 10%-os kénsavban inaktiválunk. Ennek a mintának H20 2-tartalma adja 
a 0 perces peroxid koncentrációt (Fábián  és Széky  1954). Ha a reakció 
sebességet is mérjük, akkor szabályos időközökben (mi öt percenként), ha 
csak a kataláz „mennyiségére” vagyunk kiváncsiak, a tizedik perc végén 
ínaktiválunk 5 ml-t.

Mi minden esetben a maradék H20 2-t mértük 0,01 n Na2S20 3 oldattal 
jodometriásan, illetve 0,01 n KMn04 oldattal (E rd ey  1953, II, 113 és 162).

A kataláz-aktivitásának legpontosabb mértéke a 0°-on meghatározott 
reakciósebességi állandó (k). Az irodalomban igen gyakran használják azonban 
az elbontott H20 2 mennyiségét, vagy a keletkező Ö2 gáz térfogatát, a vizsgált 
szövet egységnyi mennyiségére vonatkoztatva. Mi legtöbbször az 1 g száraz
anyag által 1 perc alatt elbontott H20 2 mg értékét adjuk meg (mg H20 2/1 g 
Sza/1 perc). Akkor használjuk ezt a viszonylag egyszerűbb és gyorsabb mód-

* pH  7,4 foszfát, összetétele a  következő : 8 rész 1/15 M szekundér nátrium  
foszfát (11,876 g Na„HPO, • 2H „0 per liter) és 2 rósz 1/15 M prim ér kálium foszfát 
(9,078 g K H 2PO„ per liter).
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szert, ha nagyszámú kísérletet kell aránylag rövid idő alatt elvégeznünk. 
Néha, amikor a szárazanyag meghatározást valami megakadályozza, az 1 g 
élősúly által fogyasztott peroxid mennyiségét is kiszámíthatjuk (mg H20 2/1 g 
És/1 perc). A kétféle kifejezésmód egymáshoz való viszonya nem egyszerű. 
Azonos anyag, pl. ugyanannak a növénynek különböző korú levelei esetében 
a H20 2 fogyasztás és a le érték egyértelműen változnak (3. táblázat).

3 . tá b lá z a t

A reakciósebesség! á llandó (le) és az 1 g élősúlyú an y ag  á lta l fo g y asz to tt H 20 2 m g értékek  
összehasonlítása ugyanazon  C h e n o p o d iu m  a l b u m  különböző ko rú  levelei esetében

Levél száma 
alulról

Ы202 mg 
1 g És/1 perc 10» - к,.»

6. 3,52 1,90
7. 8,96 5,38
8. 6,28 4,41
9. 7,76 5,65

10. 10,81 10,57
11. 10,20 9,41
14. 12,36 16,33
17. 12,24 18,36
19. 12,00 17,98
21. 18,16 26,94
23. 18,72 30,95
25. 19,04 38,34
26. 17,92 40,54

A különféle élettani kezelés kataláz-aktivitás módosító hatása azonban 
nem mutatkozik a két érték változásán ilyen egyértelműen, sőt különféle 
inhibitorok is okozhatnak eltérést a kétféle adat változásában. így pl. a 
különböző vízellátással nevelt, különböző korú csíranövények szíklevél 
homogenizátumában mért értékeinkből az alábbiak olvashatók ki. (4. táblázat) 

Mind a peroxid-bontóképesség (a kataláz „mennyisége”), mind pedig 
az aktivitásra inkább jellemző le érték a korral párhuzamosan csökken. Igen 
figyelemre méltó azonban az a tény, hogy az öntözött és szárazon felnevelt 
sorozatok közül az öntözött nagyobb H20 2-bontó képességével tűnik ki, a 
száraz sorozatokban viszont a le érték nagyobb következetesen. E helyen 
csupán annak megállapítása fontos, hogy a kétféle kifejezésmód távolról 
sem egyértelmű és véleményünk szerint a kettő kombinációjával lehet anya
gunk kataláz viszonyait legjobban jellemezni. A 4. táblázat tanulsága az iro
dalmi adatok értékelésénél is fontos szempontot nyújt.

4 .  tá b lá z a t

Különböző korú napraforgó csíranövények szíklevél homogenizátumában mért 
kataláz-értéke к kétféle kifejezésmódjának összehasonlítása

1. Fiatal 2. Középkorú 3. öregedő 4. Elvénült
5. öntözött 5. öntözött 6. száraz 5. öntözött 6. száraz 5. öntözött 6. száraz

mg H 20 2 495,6 76,4 65,6 44,3 36,0 24,7 20,31 g Sza/1 perc

102 • kJ0°c 10,69 1,32 1,78 0,72 1,02 0,32 0,59
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Összefoglalás

Növényi szövethomogenizátumban végzett kataláz-meghatározási mód
szer- néhány elvi és gyakorlati kérdését tárgyaltuk irodalmi adatok és saját 
tapasztalataink felhasználásával, megállapítva, hogy

1. Különösen savanyú sejtnedvű növényekben a homogenizálást feltét
lenül optimális pH-jú pufferhen (tapasztalataink szerint legjobban a pH
7,4 foszfát pufferben) kell végeznünk.

A sejtnedv in vivo semlegesítése 0,1 n ammóniával mindig a legnagyobb 
aktivitás mérését eredményezi, de a nem túl savas szövetekben eltekinthetünk 
tőle. Vízben nem szabad homogenizálni és rossz tapasztalataink voltak a 
CaC03-os eldörzsöléssel is.

2. Az irodalmi adatokkal megegyezően azt találtuk, hogy mind a szub- 
sztrátum, mind az alapszuszpenzió nagy hígításban ad jó eredményt. A ked
vező szubsztrátum koncentrációt grafikus módszerrel munka közben ellen
őrizhetjük.

3. Részletesen ismertettük az általunk használt módszert.
4. Felhívtuk a figyelmet arra, hogy a kataláz-aktivitás kifejezésére 

használt H20 2 fogyasztás és a reakció sebességi állandó értékei a különböző 
természetű kezelések hatására nem egyértelműen változnak.
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ОПЫТЫ С РАСТИТЕЛЬНЫМ КАТАЛАЗОМ 

I. Вопросы методики

Л. Й. М. Фельфёлди —  Ф. Ж. Кальке

Р е з ю м е

Излагается метод определения каталаза, применённый при работе Ботанической 
экспериментальной лаборатории Института. Опыты проводят не очищенным фермента
тивным препаратом, а простой гомогенизированной тканью, чтобы сравнить каталазовую 
активность различных растений и органов. Подробно рассмотренные здесь вопросы сле
дующие : способ гомогенизации ; концентрация водородных ионов растворов, приме
нённых в опытах ;- концентрация энзиматического экстракта и субстрата.

На рисунках 1 и 2 представлен оптимум pH каталазовой активности, измеренной 
в гомогенизатах некоторых растений, являющихся далёкими родственниками.

Таблица 1. рубрика 1 : способ смешивания ; рубрика 2 : каталазовая активность, 
выраженная в мг-ах Н20 2 на 1 г сухого вещества в 1 минуте показывает изменение ката
лазовой активности семядолии подсолнечника при смешивании в следующих средах :
а) в дестиллированной воде ; б) в фосфатном буфере с pH 7,4 ; в) после обработки 0,1 
нормальным раствором NH4OH (Кинцелл и Урлл, 1954) в фосфатном буфере; г) после 
прибавления крошечного количества СаС03 в воде; д) после прибавления крошечного 
количества СаС03 в фосфатном буфере с pH 7,4.

Таблица II содержит аналогичные данные относительно листа Zebrina pendula; 
рубрики таблицы следующие : 1. способ смешивания ; 2. каталазная активность, выра
женная в мг-ах Н20 2 на 1 г сухого вещества в 1 минуте : а) в дестиллированной воде ;
б) в фосфатном буфере с pH 7,4 ; в) после обработки 0,01 нормальным раствором NH4OH 
в фосфатном буфере; г) после прибавления крошечного количества СаС03 в воде.

Из этих таблиц явствует, что именно в случае Zebrina pendula (с кислой реакцией) 
наибольшая активность получается путём обработки 0,01 нормальным раствром NH 4OH, 
однако, в случае тканей с мало кислотным клеточным соком, как например семядоли 
Helianthus, достоверная разница (сигнификантная диференция) между аммиачной обра
боткой и простым смешиванием в буфере с pH 7,4 не обнаруживается. Необходимость 
аммиачной нейтрализации следует решить путём предварительных опытов. Смешивание 
с СаС03 дало плохие и неуверенные результаты.

По литературным данным и по собственному опыту энзиматический экстракт и 
раствор субстрата следует применить в сильно разбавленном виде. Достаточную степень

20*
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разбавления перекиси водорода можно проверить при работе графическим методом. Если 
концентрация перекиси водорода является достаточной, то логарифмические значения 
мл-ов измерительного раствора расходованных активированными в регулярных проме
жутках аликвотными частями инкубированной смеси (изображенные в зависимости от 
времени) размещаются приблизительно вдоль прямой линии (см. рисунок 3).

Применённый для определения каталаза метод следующий : был гомогенизирован
— после обработки 0,1 нормальным раствором NH4OH, или без обработки —  образец 
80—500 мг живого веса в стократном количестве фосфатного буфера с pH 7,4. Гомогени
зированное вещество было консервировано путём прибавления нескольких капель то
луола (— основная суспензия).

Инкубационная смесь:
20 мл фосфатный буфер с pH 7,4, по методу Сёрензен,
26 мл дестиллированной воды,

2 мл основной суспензии,
2 мл 0,5%-ной перекиси водорода.

К инкубационной смеси добавляют, в заключение, раствор Н20 2. Полминуты 
спустя инактивируют 5 мл в 10 мл приблизительно 10%-ном H2S04. Содержание перекиси 
этой пробы дает концентрацию перекиси в О мин. После этого, через 5— 10— 15— 20 и т. д. 
минут инактивируют дальнейшие количества по 5 мл.

Каталазовую активность можно выразить ещё разложением Н20 2, относящи.мся 
к единому весу испытанной ткани ; наилучшим же способом является применение ско
ростного коэфициента реакции (к). В случае единого вещества изменение двух значений
—  параллельное. Случай параллельного изменения представлен в таблице 3 на листьях 
различного возраста того же самого растения Chenopodium album когда расхождение 
Н20 2 и скоростный коэффициент разложения изменяются параллельно (первая рубрика :

число листьев слчзу).
В таблице 4 приведен случай, когда результаты двоякого рода изменяются не 

параллельно (рубрики : семядоли растения 1. молодого ; 2. среднего возраста ; 3. старе- 
ющегося ; 4. устаревшегося ; 5. орошенного ; 6. получившего сухую обработку). В семя
доли всходов подсолнечника различного возраста как скоростный коэфициент реакции, 
так и степень расхождения-’перекиси уменьшаются параллельно с возрастом. Однако, в 
то время как получившие нормальную поливку растения имеют большую способность 
разложения перекиси, недостаточно орошенные растения содержат каталаз, показываю
щий более высокое значение <<Ъ>.

E X P E R IM E N T S  O N  T H E  C A T A L A SE  A C T IV IT Y  O F P L A N T S  

I. Problem s of m ethod

L. J. M. Felföldy and  F. Zs. Kalkó 

S u m m a r y

T h e m eth o d s for d eterm in in g  ca ta la se  a c t iv ity  ap p lied  in  th e  P la n t P h y sio lo g ica l 
L a b o ra to ry  o f  our In s t itu te  are d iscu ssed . T h e ex p er im en ts w ere co n d u cted  w ith  á  
h o m o g en ized  p la n t m a ter ia l an d  n o t w ith  p u rified  en zy m e p reparates, in  order to  co m 
pare th e  ca ta la se  a o tiv ity  o f  v a r io u s p la n ts  and  p la n t organs. Q uestions d iscu ssed  in  
d eta ils  are as fo llow s : h om o g en iza tio n , h y d ro g en  ion  co n cen tra tio n  o f  so lu tio n s u sed  
in  th e  ex p erim en ts, con cen tra tio n  o f  su b stra te  a n d  o f  th e  en zv in e-co n ta in in g  ex tra cts .

In  Fig. 1. and  2. are sh o w n  th e  p H  op tim a  o f ca ta la se  a c tiv it ie s  m easured  in  th e  
h o m o g en ized  organs o f  som e d is ta n tly  re la ted  p la n t species.

In  Table 1. (co lu m n s : 1. M ethod  o f  grinding, 2. ca ta la se  a c t iv ity , expressed  
in  m g  H 20 2/1 g  d ry  m atter/1  m in . u n its) are sh ow n  th e  ch a n g es in  th e  ca ta la se  a c t iv ity  
o f  Helianthus c o ty led o n s w h en  grin d ed  in  th e  fo llow in g  m e d ia : a)  d istilled  w ater ;
b) p h o sp h a te  buffer, p H  7 ,4 ; c) in  p h o sp h a te  buffer a fter  trea tm en t w ith  0,1 n  N H 4O H  
so lu tio n  (K in'zel  an d  U r l  1954) ; d)  in  w ater, a fter  a d d itio n  o f a sm a ll q u a n tity  o f  
C a C 0 3. e) in  p h o sp h a te  b u ffer  a fter  th e  a d d it io n  o f  C aC 03.

S im ilar d a ta  p erta in in g  to  th e  lea v es  o f  Zebrina pendula are su m m ed  u p  in  
Table 2. (C olum ns : 1. M eth od  o f grind ing  ; 2. C atalase a c t iv ity  exp ressed  in  H 20 2
m g/1 g  d ry  m a tter /1  m in . u n it s ;  a)  d is tilled  w a te r ;  b) p h o sp h a te  buffer, p H  7 ,4 ;
c ) p h o sp h a te  buffer, a fter  p rev io u s trea tm en t w ith  0,1 n N II4O H  a n d  d)  w ater, a fter  
a d d itio n  o f  C aC 03.)
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These Tables clearly show th a t, especially in  the case of Zebrina pendula leaves 
owing to  high acidity in  th e ir  cell sap, th e  N H 4OH trea tm en t results in  h ighest ac ti
vity, whereas for tissues w ith lower acidity, e. g. sunflower cotyledons, there is no 
significant difference between N H 4OH trea tm en t and simple grinding in  buffer, pH  7,4. 
Previous experim ents have to  decide abou t the necessity of neu tra lization  w ith am monia. 
pH  ad justm en t w ith  CaC03 gave unsatisfactory  and uncertain  results.

L iterary  d a ta  and th e  au th o r’s experiences, too, show the  im portance of using 
highly d iluted enzym e-containing ex tracts and substra te  solution. The sufficient degree 
of H 20 2 dilution can  be controlled graphically during the  experim ent. In  the  I I 20 2 
concentration is suitable, the  logarithm ic values of the  ml-s of the m easuring solution, 
consumed by aliquot am ounts of the incubated  m ixture, inactivated  a t  regular in te r
vals, fall approxim ately along a s tra ig h t line, when represented in  the function of tim e 
(Fig. 3.).

The au th o r’s m ethod for determ ining catalase ac tiv ity  was the  following : Sam 
ples of 80— 500 mg fresh w eight were grinded in  phosphate buffer, pH  7,4, am ounting 
hundred  tim es of the ir weight, afte r or w ithout previous trea tm en t w ith  0,1 n  N H 4OH. 
The hom ogenizates were conserved w ith  a  few drops of toluol (— ground suspension).

The com position of th e  incubation  m ix ture was as follows : 2 0  m l M/15 phosphate 
buffer pH  7 ,4  according to  S o r e n s e n , 2 6  m l distilled w ater, 2  m l ground suspension 
an d  2 m l 0,6%  H 20 2 solution.

The peroxide solution was p u t finally in to  the  incubation m ixture. A fter half 
a m inute, counted from  the  addition  of H 20 2, 5 m l of the  incubation  m ix tu re  was in 
activated  in  10 m l ca. 10 per cen t solution of sulfuric acid. The hydrogen peroxide con
ten ts  of th is sample give the  peroxide concentration a t  0 Minute. F u rth e r samples from  
th e  incubation m ix ture were taken  in  th e  5th, 10th, 15th, etc. m inutes. The reaction 
velocity coefficient (к) was com puted in  the  usual way.

Catalase ac tiv ity  can be expressed also by H 20 2 decomposition of the  u n it w eight 
of the tissue investigated, m ost exactly however by the  reaction velocity coefficient 
(A) a t  0° C. The changes of the  two values are parallel in  the  case of homogeneous m aterial. 
Table 3 shows the  case of parallel change of H 20 2 decomposition and  of the reaction 
velocity coefficient in  leaves of different age of th e  same Chenopodium album  p lant. 
Table 4 : Comparison involving the changes of H 20 2 decomposition and of к values 
of catalase ac tiv ity  in  homogenized cotyledons of sunflower seedlings of different age. 
Columns : 1. Young ; 2. m iddle-aged ; 3. growing old ; 4. old ; 5. w atered p lan ts ; 
6. d ry -treated  plants.

In  the  cotyledons of sunflower seedhngs of d ifferent age th e  reaction velocity 
coefficient and  the H 20 2 decomposition of dry  m a tte r  decrease w ith  the  age. In  the case 
of regularly w atered p lan ts however the  H 20 2 decomposition is greater, whereas in  the 
case of insufficiently w atered plants, th e  к values po in t to  a greater catalase activ ity .
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