KISERLETEK NOVENYI KATALAZZAL
I. Médszertani kérdések
FELFOLDY LAJOS és F. KALKO ZSUZSA

(Erkezett : 1956, méjus 15-én)

Az Intézet novénytani tematikdjaban szerepld kérdések vizsgilata sordan
tobbszor valt sziikségessé kiilonféle novényfajok, kiillonboz6 kezelést kapott
egyedek, s6t letépett szervek fizioldgiai allapotinak ‘szdmszert kifejezése.
Ilyen természetli kisérleteink sordan olyan egyszeriibb moédszert kerestiink,
mely a kétségteleniil legpontosabb, de tul bonyolult oxigén-fogyasztds mérést
pétolhatta volna.

Annak, hogy figyelmiink a kataldz enzim felé fordult, t6bb oka van.
Mindenekel6tt az a tény, hogy mondhatni minden él6 sejtben jelen van,
mely szabdly aldl a novényvilagbhan csupin egyes anaerob mlkroorganlzmusok
(MoLLAND 1947), a Lactobacteriaceae csalad és a Clostridium genusz egyes
tagjai (SUMNER és SoMERs 1953), héforrasokban €16 egyes kékmoszatok
(HArvEY 1924) képeznek kivételt. A magasabbrendi novények szervei koziil
csupan REED (1916) allapitotta meg hidnyat az éretlen ananisz termésében,
de adata csak fenntartassal fogadhatoé el. A novényi sejtek kataliz aktivitdsa
ugyan sokkal az allatoké alatt van, de azért jél mérhetd mennyiségekrdl van
870, s6t ismeriink igen élénk kataliz-aktivitdsa novenyeket is. LoEw (1899)
dohanylevelben fedezte fel ezt az enzimet és mir 6 hangstlyozza, hogy minden
616 sejt alkotd része.

A masik ok az volt, hogy Intézetiink Allattani Osztalydn mar évek ota
dolgoznak ezzel az enzimmel. FABIAN Gyura és SzEky PAL kartérsak tapasz-
talataikat szivesen atadtdk, amivel igen sok meddd el6kisérletezést takarit-
hattunk meg és amiért halas koszonetiinket kell kifejezniink. A harmadik
oknak azt a nagyszamu irodalmi adatot emlitjiik meg, mely a névényi szovetek
anyagcsere- ¢s kataldz-aktivitas intenzitdsa kozti pozitiv Osszefiiggésrol sza-
mol be (APPLEMAN 1916, 1918, AUcHTER 1923, BURGE 1923, BURGE és BURGE
1924, Corxs 1950, EzeLL és CHRIST 1927, FORTINT és VENEZIAN 1950, GUSTAF-
SoN et al. 1932, HEINICKE 1923, Kine et al. 1934, KNxoTT 1927, NELLER 1931,
1931a, SELL et al. 1948, SHuLL és Davis 1923, Stour 1949, Tysox 1930,
YAamarudr 1936 stb.).

Végiil, de nem utolsésorban csabité volt az a tény, hogy a katalaz meg-
hatérozasa roppant egyszer(i, hiszen elvileg nem kell méast tenniink; mint az
enzim preparatumot, vagy az enzim tartalmt kivonatot hidrogén peroxid
oldattal hozzuk Gssze és vagy a keletkezd O, gizt mérjik manometrikusan,
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vagy a visszamaradé H,0,-t hatirozzuk meg permanganometridval, vagy
jodometrikus Gton. Hogy mindezek ellenére kiilon dolgozatban szémolunk
be a munkdnk sordan felmeriilt mddszertani kérdésekrdl, azt az indokolja,
hogy egyrészt a zold novényi részek enzimolégiai vizsgdlata legtobbszor
kiilonosen kényes feladat (Hasse és SprcHT 1952) és f6képpen az, hogy a
nem tiszta enzim prepardtummal, hanem egyszerli szévet homogenizidtummal
dolgozé munkdkban sem a maédszer, sem a kataldz-aktivitds mértékének meg-

1. dbra. Virdgos novények szovethomogenizatumaban mért katalaz-aktivitas pH opti-
; muma. I. mezei juharmag, II. cukorrépa levél, III. napraforgé sziklevél.

Fig. 1. pH optima of catalase activity measured in tissue-homogenizates of different
angiosperms. I. Acer campestre seeds, 11. Sugarbeet leaves, I11. Sunflower cotyledons, —
Ordinate : mg H,0,/1 g dry matter/l min.; abscissa: pH.

Puc. 7. pH-00THMYM aKTHBHOCTH KATa/ia3bl M3MEPEHHBI B TKAHEBBIX TOMOTEHM3ATAX PA3HBIX
sBuoOpaunbix pacrenuit. I. Cemena monesora xiena, II. Jlucr ceexnosuupr, II.. Cemsinons
MOJICOJIHYXA.

addsa nem egységes, igy az egyes részleteredmények Osszehasonlitdsit csak
az elvi alapokat is feltAré moédszertani téjékoztatds teszi lehetségessé. Ujab-
ban hazdnkban is tébben fordultak figyelemmel a katalaz vizsgilatok felé,
nemegyszer komoly gyakorlati kérdések eldontésében (EmFerTNE 1955,
Farkas és RAJHATHY 1955), eredményeink kozzététele ezért is helyesnek
latszik.

A .megtargyalandé kérdések koziil a homogenizalas médja, a kisérlet
kozben hasznélt oldatok hidrogénion koncentricibja, az enzim- és a szubsztré-
tum koncentrici6, kérdései a legfontosabbak.
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1. A hidrogénion koncentricié problémaija
Az 1. és 2. dbrdn bemutatjuk néhiny névényi szévethomogenizatum
kataldz-aktivitAsinak pH optimumdt. Mind a magasabbrendd (7. dbra)
novények levele (répalevél), sziklevele (napraforgé) mind pedig magjanak
(mezei juhar) homogenizdtuméban, de ugyanigy az alacsonyabbrendi (2. dbra )
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2. dbra. A Rhytidiadelphus triquetrus moha (I) és Xanthoria parietina zuzmé (11) szdvet-
homogenizatumanak katalaz-aktivitas pH optimuma.

Fig. 2. pH optima of catalase activity, measured in tissue homogemza.tes of Rhytidiadel-
phus triquetrus (Bryophyta) (I) and of Xanthoria parietina (Lichenes) (II). Ordinate :
mg H,0, decomposed by 1 g dry matter per 1 min.; abscissa: pH.

Puc. 2. pH-onTuMymM aKTHBHOCTHM Kartajadbl B TKaHeBbIX romorenusarax (I) moxa Rhyti-
diadlphus triquetrus u (IT) numanuka Xantoria parietina.

zuzm6 (Xanthoria) és lombosmoha (Rhytidiadelphus triquetrus) esetében is
az aktivitds meglehetdsen lapos maximuma pH 7—8 kozott van. Ez nem mond
ellen az irodalomban taldlhaté adatok zomének. Igen fontos tudnunk, hogy a
nagy hidrogénion koncentracié a katalazt irreverzibilisen kérositja (EULER
et al. 1930, KinzeL és URL 1954), ezért kiilonosen savanyt sejtnedvii szervek
esetében (gytimolesck, Rumex, Berberis, Oxalis, Begonia, Tradescantia, Cras-
sulacedk, kaktuszok stb.) a homogenizaldst nem végezhetjiik vizben (FRIGGERT
1940), hanem vagy a pH optimumnak megfelel6 1/15 M foszfat pufferben
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dorzsdljiik el az anyagot, vagy kevés CaCOy hozzdadaséval dllitjuk be a pH-t
(NIROLAJEV és STPICINA 1936 és sokan masok). STout (1949) a H,0, oldatba
is tesz kevés CaCOj-ot. KinzerL és URL (1954) a kedvezd lagosségi fokot 0,1 n
NH,OH permedltatasaval érik el. Az ¢ vizsgilataik szerint a savanyn sejt-
nedv karosité hatdsa oly nagymértékli lehet, hogy az ellene valé védekezést
kiilon tanulmény targyava tettiik a szétdorzsolésnél hasznilt kozeg pH-janak
szerepét illetSleg (1. tabldzat). .
1. tabldazat
Kiilonboz6 médon eldérzsolt napraforgd sziklevél katalaz-aktivitas értékei

2. Katalaz

1. Eldorzsolés modja mg H,0,/1 g Sza/l1 perc

@) DeszbilIBI VAT OTY R s e oo e for 5 5h o R ot hln e o e 3 148,5
b)) -pBe 7.4 fosztht ‘putferbenizbin Fulislut s SEV Hids 179,3
¢) 0,1 n NH,OH kezelés utan foszfat pufferben .. 185.5
d) Késhegynyi CaCO,; hozzdadéasaval vizben ...... 36,7
e) Késhegynyi CaCOz + pII 7,4 foszfat puffer ..... 101,3

A téblazatbol kétségteleniil kivilaglik a pH szerepének fontossiga a homoge-
nizalasndl. A Helianthus sziklevél nem tul savas sejtnedve (az 1: 10 ardnyu
desztillalt vizes szuszpenzié pH-ja 5,8—6,2 kozott van) esetén elégséges az
optimalis pH-ja foszfat pufferben valé szuszpendilds. A Kinzer és UrL 4ltal
ajanlott ammonids atitatas és a foszfat pufferes @bzelés kozt nines szignifikdns
differencia. :

Més azonban a helyzet a kozismerten alacsony pH értéket mutatd
Zebrina pendula levél esetében (2. tdbldzat), ahol a hig ammoénids kezelés
messze feliilmilja a tobbi médszert.

2. tabldzat
Zebrina pendula levél katalaz-aktivitdsa killonféle hidrogénion koncentraciéju kozegben
végzett eldorzsolés esetén

|
| 2. Katalaz

1. Eldorzsolés modia ‘ mg H,0,/1 g Sza/l perc
1
@) | Deszbillalt vizhen it a3 s il b e a e Rl ess ‘ 24,2
b)=pHE- 71,4 foszfat ;putferbens iy il il 37,1
¢) 0,1 n NH,OH kezelés utén foszfat pufferben .. ... 69,7
&) Késhegynyi QaCOy - wiz ol Wola B Lo 40,7

Igen feltiing, hogy az irodalomban elterjedt CaCO, eldérzsolés milyen rossz
és bizonytalan eredményt adott, kiillonosen a napraforgd sziklevél esetében.
Prébéalkoztunk Calcium carbonicum praecipitatum pro anal. mellett kozon-
séges krétaporral is (NIKOLAJEV és StpiciNna 1936), de azzal sem sikeriilt
megnyugtaté értéket kapnunk.

Végeredményben meg kellett allapitanunk, hogy a legkielégitébb mdd-
szernek a KinzeL és Urw 4ltal ajinlott 0,1 n ammonids kezelés mutatkozik,
de nem tal savas kémhatasta sejtnedvet tartalmazo szovet esetében a pH
7,4 foszfat pufferben valé eldorzsolés is j6 eredményt ad. Tekintve, hogy az
ammonids kezelés elég nagy munkatobbletet jelent, kiillonosen nagy széria
vizsgalatok el6tt érdemes elGkisérlettel anyagrél anyagra eldonteni, hogy az
egyszerii pufferes homogenizalas nem elégséges-e ?
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Az ammonids kezelést, mely végeredményben a karos hatdst sejtnedvet
in vive semlegesiti, az aldbbi médon végeztiik : A vizsgalandé levelet, vagy
abbdl kivagott korongot, pontos mérés utan (élésaly meghatarozasa) 10 percig
vakuuminfiltraljuk desztillalt vizzel, hogy az ammoénia bediffundalasat eld-
segitsiik, majd éles szikével vékony szeletekre vagjuk és annyi ideig tartjuk
0,1 n NH,OH oldatban, mig a semlegesités megtorténik (legjobb indikétor-
nak az antocidnos sejtnedvi sejtek megkékiilése bizonyult). Ez kb. fél éra
hosszat tart. A tal hossz kezelés nem kedvezé. Ezutan a szirépapirral leita-
tott mintat salydnak szézszorosat kitevé pH 7,4 foszfatpufferben eldorzsclve
készitjiik el az alapszuszpenziot. (KiNzeL és URL 1954.)

3. dbra. Példa a kedvezd szubsztratum koncentricié grafikus megallapitasara. A fogyott
mérdoldat ml értékek logaritmusai az idé fliggvényében megkézelitéleg egyenes vonal
mentén helyezkednek el

Fig. 3. Example for the graphical control of the suitable concentration of the substra-
te. The logarithmic values of the consumed ml-s of the measuring solution fall approxi-
mately along a straight line, if represented in the function of time.

Puc. 3. Tlpumep a1s rpaduueckoro oOapeaeeHns H0J0KUTEIbHOM KOHIEHTpauuu cybarpara.
Jlorapumbl ml-BeM4nH YMEHBINIEHHOTOCS W3MEPHUTENLHOTA  PadTBOpa  pacCIoIOKATCS B
(YHKLIHM BPEMEHH BJI0JIb CPAIHUTEILHO NPAMON JIMHUH.

2. Az enzim és szubsztritum koncentricié kérdései

A hidrogén peroxid bomlasa kataldz hatésira rovid ideig (mintegy 2 per-
cig) megkozelitéleg monomolekularis reakeidként folyik le, de a reakeid
sebessége annak el6rehaladéséval esokken, mert a peroxid a kataldzt kdrositja.
Eppen ezért minél alacsonyabb H,0, koncentraciéval dolgozunk, annal jobban
kikiiszoboljiik a kataldz bomldsat és eredményeink annal jobban kozelitik
meg az els6rendl reakcidk adatait. Az alacsony H,0, koncentraciét, a gyors
munkét és az alacsony hdémérsékletet mondhatni minden szakember hang-
stlyozottan ajanlja (SMIRNOW és Arissowa 1924, DoyLE és CLiNcH 1928,
Morauris 1931, DEriBas és KORNMANN 1936, GEORGE 1949, OVCSINNIKOV
1951, BEERS és S1zER 1952, 1953, hogy csak a szorosan ezzel a probléméaval
foglalkozékat emlitsiik).

A peroxid koncentrici6 helyességét FABIAN tandcsira egyszerti grafikus
médszerrel dontottiilk el. Ha reakeié-elegyiink (1. kés6bb) alikvot részeiben,
meghatéarozott id6kozokben inaktiviljuk az enzimet és visszamérjiik a mara-
dék H,0,-t, akkor a mérboldat elfogyott ml-einek logaritmus értékei, az id6
fiiggvényében grafikusan &abrizolva, helyes koncentricié vélasztds esetén
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megkozelitéleg egyenesben fekszenek. (3. dbra) OcUrA et al. (1950) kiilon-
boz6 inhibitorok hatésat jellemzik hasonlé grafikus modszerrel.

A helyes koncentricié még pontosabb megéllapitisi médja az, ha
kiszamitjuk a bomlds sebességi allandéjat a
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egyenlet segitségével, ahol ¢ az inaktivalasig eltelt id6 percekben, 4, a ki-
indul4si HyO, koncentracid (a 0 perckor inaktivalt alikvot rész H,0,-tartalma)
z pedig a ¢ perc mulva kapott Hy0, érték. Tekintettel arra, hogy a képletben
csak a két utébbi szém hanyadosa szerepel, nem kell a H,0, mg-értékét
kiszdmitanunk, elég a fogyott méréoldat ml értékeivel dolgoznunk. Helyesen
megvalasztott koncentracié esetén az egymds utdni idépontokban kapott
L értékeknek kozel konstansnak kell lennick.

Mi, hacsak kiilonleges novényanyag masképpen nem kivanta, 0,029%,-0s
H,0, koncentriciéval dolgoztunk, melynek helyes voltat a fent vazolt grafikus
modszerrel munka kozben dllandéan ellendriztiik.

Az enzim-tartalma homogenizdtum koncentraciéjanak megvalasztisakor
RicHARDSON et al. (1953) eredményei nyoman ugy jartunk el, hogy a kiilon-
boz6 higitdst szévethomogenizatumok koziil azt haszniltuk, mely a jelenlévé
peroxid 20—809,-4t bontotta el 10 perc alatt. Kutatdsaik szerint ugyanis
a tul lasst és a tul gyors bontéds az eredményeket eltorzitja. Munkédnk sorén
pedig a legkiilonboz6bb novények legkiilonboz6bb szerveivel dolgoztunk,
1:100 vagy 1:200 ardnya higitist készitettiink. Az irodalom igen sok
esetben szintén a minél nagyobb higitist ajinlja (MorcuLis 1931, BEERS
és SizER 1953), mert egyrészt a kozeg ozmotikus értéke (OvesinNikROV 1951),
mésrészt még a neutralis sék toményebb jelenléte is (SMIRNOW és ALISSOWA
1924) a katalazt karositjik, illetve gitoljak. A nagy higitds révén arinylag
kevés szerves anyag jut az inaktivalt mintdba (1:100 higitdsu alapszusz-
penzié esetében 1:600 higitds!) és ez lehetdvé teszi a jéval kényelmesebb
és oles6bb permanganometrids peroxid meghatarozast. A nagyobb mennyiségii
szerves anyag KMnO, fogyasztdsa a jéval tobb manualis munkit kivind
jodometriat teszi sziikségessé. P

Itt emlitjiik meg azt, hogy a homogenizildsnak a megfelel6 pufferrel
ellepett mintdn kell torténnie. A gondos, egyenletes felaprézas fontossdgat
tobb szerz8 hangsilyozza (ScHMIDT 1926, MAKAREWSKAJA 1941), de a homo-
genizitum szfirése (EULER et al.1930) vagy centrifugdlasa (HiBBarp 1937)
nem engedhetd meg, mert mind a szfirlet, mind pedig a centrifugdtum tisztdja
csokkentett aktivitdst mutat (Vo. Krossineg 1940, HAGEN és JoNEs 1952,
McCrLENDON 1953).

Az enzim és a szubsztratum koncentracidjardl szélé eszmefuttatdasunk
végén ki kell emelniink azt a tényt, hogy egyes novények kiilonbozé kort .
leveleiben oly nagymértékben kiilonbozik a kataldz-aktivitds, hogy ugyan-
azzal a higitisi médszerrel nem dolgozhattunk. Ezért az enzim-tartalma
kivonat, a szubsztrdtum, nagy mennyiség(i puffer és desztillalt viz keveréké-
bl Ggy Allitottuk ossze a reakeids elegyet, hogy abban a két legkényesebb
részlet ardnya valtoztathaté, az alapvet6 fizikai kémiai tulajdonsdgok (pH
0ssz-s6 koncentricié sth.) lényeges valtozésa nélkiil.
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3. Katalaz meghatarozasi médszeriink névényi anyagokban

A vizsgiland6 szervbl, a helyes atlagminta-vétel szempontjainak
figyelembevételével, 80—500 mg-os mintét vesziink. Levelekbsl dugéfuréval
készitett, korongok oOsszekeverésével biztositjuk a helyes dtlagot. A stlyt
torziés mérlegen 0,1 mg pontossiggal megallapitjuk (élostuly = Es) és az el6-
kisérletek szerint megéllapitott ammoénids elGkezeléssel, vagy anélkiil a minta
stlydnak szézszorosat kitevé pH 7,4 foszfit pufferben tokéletes homogeni-
zatumot készitiink, amit par csepp toluollal tartésitunk. A szétdorzsolést
kis mennyiség(i pufferben kezdjiik, vigyazva arra, hogy a sejtek ronesoldsakor
a sejtnedv kozombositésére kell6 mennyiségli puffer alljon rendelkezésre
(1:100 alapszuszpenzid).

A reakcidés vagy inkubdcids elegy osszetétele legtobbszor a kovetkezs:

20 ml pH 7,4 foszfat puffer*
26 ml desztillalt viz

2 ml alapszuszpenzid

2 ml 0,5%.-0s H,0,.

Tal kicsi vagy til nagy kataldz-aktivitdsesetén az alapszuszpenzié adagolasin
is és a peroxid mennyiségenis valtoztathatunk, a viz térfogatanak megfeleld val-
toztatasival pArhuzamosan. Az inkubécids elegy végs6 térfogata mindig 50 ml.

A katalidz-aktivitds nem fiiggetlen az elegy homérsékletétél. Legjobb
egészen alacsony héfokon, 0, + 2 C° kozott dolgozni, mert itt a Hy,0, nem .
tdmadja meg az enzimet (MoraULIS 1931) és mds zavard anyagok, kiilonosen
a peroxidizok miikodése sem zavar (RICHARDSON ef. al. 1953). Mi altaldban
friss csapviz hémérsékletli vizfiird6ben (10—12 C°) dolgoztunk : az alap-
szuszpenzi6t, a peroxid oldatot és a puffert elére behiitéttiik és utdna hoztuk
ossze Oket. Ha relativ értékekkel is megelégedhettiink,. dolgoztunk labora-
tériumi hémérsékleten is (18—20 C°), de ekkor a héfokot kiilon pontosan
feljegyeztiik. '

A reakeids elegybe legutoljira a hidrogénperoxidot pipettazzuk és a
beengedés utdni fél perc elmultdval 5 ml-t vesziink ki bel6le, amit 10 ml
kb. 109%,-0s kénsavban inaktivilunk. Ennek a mintdnak H,0O,-tartalma adja
a 0 perces peroxid koncentraciét (FABIAN és Szfiky 1954). Ha a reakecid
sebességet is mérjiik, akkor szabalyos id6kozokben (mi 6t percenként), ha
csak a kataldz ,,mennyiségére” vagyunk kivancsiak, a tizedik perc végén
inaktivdlunk 5 ml-t. :

Mi minden esetben a maradék H,O,-t mértik 0,01 n Na,S,0, oldattal
jodometridsan, illetve 0,01 n KMnO, oldattal (ErpEY 1953, IL, 113 és 162).

A kataldz-aktivitdsdnak legpontosabb mértéke a 0°-on meghatirozott
reakeidsebességi allandé (k). Az irodalomban igen gyakran hasznaljak azonban
az elbontott H,0, mennyiségét, vagy a keletkez§ O, géz térfogatat, a vizsgalt
szovet egységnyi mennyiségére vonatkoztatva. Mi legtobbszor az 1 g szaraz-
anyag 4altal 1 perc alatt elbontott HyO, mg értékét adjuk meg (mg Hy0,/1 g
Sza/l perc). Akkor hasznéljuk ezt a viszonylag egyszeriibb és gyorsabb méd-

* pH 7,4 foszfat osszetétele a kovetkezd : 8 rész 1/15 M szekundér nétrium
foszfat (11,876 g Na,HPO, - 2H,O per liter) és 2 rész 1/15 M primér kaliumfoszfat
(9,078 ¢ KH,PO, per liter).
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szert, ha nagyszamua kisérletet kell arinylag rovid idé alatt elvégezniink.
Néha, amikor a szdrazanyag meghatdrozdst valami megakadilyozza, az 1 g
él6suly altal fogyasztott peroxid mennyiségét is kiszdmithatjuk (mg H,0,/1 g
Es/1 pere). A kétféle kifejezésméd egyméshoz valé viszonya nem egyszerii.
Azonos anyag, pl. ugyanannak a novénynek kiilonboz6 kort levelei esetében
a H,0, fogyasztis és a k érték egyértelmlien véltoznak (3. tdbldzat ).

3. tabldzat

A reakcidsebességi dllandé (k) és az 1 g élésulyu anyag dltal fogyasztott H,0, mg értékek
osszehasonlitdsa ugyanazon Chenopodium album kiillonboszé kort levelei esetében

Levél szama H,0, m

e jfg}f;/?pga— 10% - k,°
6. 3,52 1,90

T 8,96 5,38 -
8. 6,28 4,41
9. 7,76 5,65
10. 10,81 10,57
I, 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
265. 19,04 38,34
26. 17,92 40,54

A kiilonféle élettani kezelés katalaz-aktivitds moddsité hatdsa azonban
nem mutatkozik a két érték véaltozasin ilyen egyértelmiien, s6t kiilonféle
inhibitorok is okozhatnak eltérést a kétféle adat véltozdsidban. Igy pl. a
kiillonboz6  vizellatdssal nevelt, kiilonboz6 kora csirandvények sziklevél
homogenizatuméaban mért értékeinkbdl az aldbbiak olvashaték ki. (4. tdbldzat)

Mind a peroxid-bontéképesség (a kataldz ,,mennyisége’”), mind pedig
az aktivitdsra inkdbb jellemz8 % érték a korral pairhuzamosan cstkken. Igen
figyelemre mélté azonban az a tény, hogy az ontozott és szdrazon felnevelt
sorozatok koziil az 6nt6z6tt nagyobb H,0,-bonté képességével tiinik ki, a
szaraz sorozatokban viszont a £ érték nagyobb kovetkezetesen. E helyen
csupdn annak megallapitisa fontos, hogy a kétféle kifejezésméd tédvolrdl
sem egyértelmli és véleményiink szerint a kett6 kombindcidjaval lehet anya-
gunk kataldz viszonyait legjobban jellemezni. A 4. #dbldzat tanulsiga az iro-
dalmi adatok értékelésénél is fontos szempontot nyujt.

4. tabldzal
Kiilonb6z6 kort napraforgd csirandvények sziklevél homogenizdtumaban mért
katalédz-értékek kétféle kifejezésmodjanak osszehasonlitdsa

1. Fiatal 2. Kozépkort 3. Oregedé 4. Elvénilt

5. ontozott | 5. ontozott ‘ 6. szaraz 5. ontozott \ 6. széraz 5. ontozott i 6. széraz

_ mgHO, |

495,6 6,4 65,6 3 36,0
1 g Sza/l perc % g o &

24,7 20,3

102 - kypoc 10,69 1,32 1,78 0,72 | 1,02 032 | 0,59
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Osszefoglalas

Novényi szovethomogenizdtumban végzett kataldz-meghatérozasi maod-
szer néhiny elvi és gyakorlati kérdését targyaltuk irodalmi adatok és sajat
tapasztalataink felhasznilisival, megéllapitva, hogy

1. Kiilonosen savanyu sejtnedvii novényekben a homogenizalast feltét-
leniil optiméalis pH-ju pufferben (tapasztalataink szerint legjobban a pH
7,4 foszfat pufferben) kell végezniink.

A sejtnedyv in vivo semlegesitése 0,1 n ammonidval mindig a legnagyobb
aktivitds mérését eredményezi, de a nem tul savas szovetekben eltekinthetiink
téle. Vizben nem szabad homogenizilni és rossz tapasztalataink voltak a
CaCO;-0s eldorzsoléssel is.

2. Az irodalmi adatokkal megegyezben azt taldltuk, hogy mind a szub-
sztratum, mind az alapszuszpenzié nagy higitasban ad jé eredményt. A ked-
vez$ szubsztritum koncentrdciét grafikus médszerrel munka kozben ellen-
6rizhetjiik.

3. Részletesen ismertettitk az altalunk hasznalt médszert.

4. Felhivtuk a figyelmet arra, hogy a katalaz-aktivitas kifejezésére
hasznalt H,O, fogyasztis és a reakcié sebességi dlland6 értékei a kiilonb6zs
természetli kezelések hatdsira nem egyértelmtien valtoznak.
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OIbITbI C PACTUTEJIBHBIM KATAJIA30OM
1. Bonpocbl MeTOAMKH -

JI. H. M. @eavféaou— @. K. Kavio

“

Peswme

Manaraercst MeTojl onpeje/ieHusi Karajasa, HpUMeHEHHbIH npu pabore Bortanuueckoii
9KCIepuMeHTaabHOi JadopaTopun MHCTHTYTAa. ONBITHI NPOBOJAT HE OYMIIEHHBIM (hepmeHTa-
THUBHBIM IPENapaToM, a MPOCTOH TOMOreHU3MPOBAHHOI TKaHbIO, YTO0bl CPABHUTL KaTajla30BYI0
aKTUBHOCTb PAa3IMUHBLIX pacreHuii u opranoB. IToapoOHO paccMOTPEHHbIE 3/1eCh BOMPOCH! Clie-
JAYIOLIHE & crocod rOMOTreHH3alMy ; KOHUEHTpaLMsl BOAOPOJAHLIX HOHOB pacTBOpOB, IIpHUME-
HEHHBIX B OIbITAX ;> KOHIEHTpAlHWsi 9H3MMATHYECKOT0 IKCTpaKTa H cy6CTpaTa.

Ha pucynkax 1 u 2 npejcrasieH ontumym pH KaTtajla30BOi aKTHBHOCTH, M3MEPEHHOI
B TOMOIe€HM3aTaX HEKOTOPBIX pAaCTeHHif, SIBISIIOMMXCS NaJ€KUMH POJCTBEHHUKAMH.

Tabnuna I. py6puxa 1: crocob cvemmBaHust ; pyOpuka 2 : Karana3oBasi aKTUBHOCTD,
BhIpa)KeHHast B Mr-ax H,O, Ha 1 r cyxoro Bemectsa B 1 MuHYTE I0Ka3blBaeT M3MEHEHHE KaTa-
J1a30BOI AKTMBHOCTH CEMS/I0JIMHM I10/ICOJIHEYHMKA TIPH CMEIIMBAHMM B CJIEAYIOIMX Cpeaax :
a) B IeCTH/IMPOBAHHOI Bone; 0) B docharHom Oydepe ¢ pH 7,4; 6) nocae oopadorku 0,1
HopMaibHbiM pactBopom NH,OH (Kunuenn nu Vpia, 1954) B pochatHom Oydepe; 2) mocae
npubaBienust kpomeunoro koaudecrsa CaCOz; B Bojte ; 0) mocse npudaBieHUst KPOLUIEUHOTO
rxommdectBa CaCOz; B docharHom Gydepe ¢ pH 7,4.

Ta0mmua 11 copepr)kuT aHaJornyHble JaHHBIE OTHOCHTENbHO JicTa Zebrina pendula;
pyOpHKH Ta0IUIbl caeayiomue : 1. cnocod cmemuBaHMA ; 2. KaTaJla3Hasi aKTUBHOCTb, BbIPA-
>keHHasi B mr-ax H,0, Ha 1 r cyxoro BemiecrBa B 1 MUHyTe : @) B AeCTHJUITMPOBAHHOW BOJE ;
6) B pocharaom bydepe ¢ pH 7,4 ; 8) nocie o6padorku 0,01 HopmanbHbM pactBopom NH,OH
B (ocharHom Oydepe ; 2) mociae npudasienuss Kpoueunoro xonuuecrsa CaCO; B Boje.

M3 aTtux Tabiui sIBCTBYET, YTO MMEHHO B ciydae Zebrina pendula (¢ kucmoii peaxiueit)
Hanb0oJblUasT AKTUBHOCTD T0JTy4aeTcs myTém oopadorku 0,01 HopmasbHbM pactBpom NH,OH,
0JHAKO, B CJlyyae TKaHeil C Maj0 KHMCJIOTHBIM KJETOUHBIM COKOM, KaK HalpuMep CeMs|1011
Helianthus, gocroBepHasi paguuua (curHuQpuraHTHAsT TU(EpeHINs) MeXIy aMMHauHoi o0pa-
GoTKOH M mpocThiM cMemmBaHueM B Oydepe ¢ pH 7,4 ne obmapyskusaercs. HeodxoaumocTsb
AMMUAYHON HelTpaau3aluu CileJyer pelnTh MyTEM NpefBapuTeIbHbIX ONMbITOB. CMemmMBaHHE
¢ CaCO; jpano mioxue U HeyBepPeHHbIE pPe3yJibTaThl.

ITo nauTepaTypHbHIM JaHHBIM M 10 COOCTBEHHOMY OIBITY 9H3MMATHYECKMH IKCTPAKT M
pactBop cyGcTpara ciexyer NPUMEHHTb B CHILHO pa30aBlIeHHOM Buje. Jl0CTATOUHYIO CTEereHb

20*
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pa30aBJieHNst TIEPEKHCH BOAOPOA MOXKHO MPOBEPHUTH Tpu pabore rpaduueckum merogom. Eciu
KOHLEHTPALUST MEPeKHCH BOLOPOAA SIBJISIETCS J0CTATOYHOM, TO JOrapHYMHYCCKHE 3HAYEHHS
MJI-0B M3MEPHUTEJIbHOI0 PACTBOPA PACXOA0BAHHBIX AKTUBMPOBAHHBIMH B PEryJISIPDHBIX IPOMe-
YKYTKaX ajJMKBOTHBIMU YaCTSIMM MHKYOMPOBAHHOM cvmecH (M300pa){EeHHBbIE B 3aBHCHUMOCTH OT
BPEMEHHM) PAasMelalTesl IIPUOIU3UTENIBHO BI0Jb TIPSIMOM JTHHUM (CM. PUCYHOK 3).

[pumeHEHHBIN UTsT ONPE/Ie/IeHUsT KaTala3a MeTo/ CIeAyIOUid : ObLT FOMOreHH3HPOBAH
— mnocae o6padorku 0,1 HOpmaabHbIM pactBopom NH,OH, uau 6e3 o6paborkm — o0pasen;
80-—500 Mr >KHBOTO Beca B CTOKPATHOM KoJH4ecTBe (ochatHoro oydepa ¢ pH 7,4. Fomorenu-
3UPOBAHHOE BEHIECTBO ObLIO KOHCEPBHPOBAHO MyTEM NPUOABIEHHS HECKOJbKHX Karelb To-
Jyona (= OCHOBHAsSI CyCIIEH3HSI).

NuKy0anuoHHAasT CMech : ;

20 m docharaviit 6ydep ¢ pH 7,4, mo merony Cépensen,

26 M JIeCTHIMPOBAHHOK BOJIbI, :

2 MII OCHOBHOH CYCIIEH3HH,

2 mn 0,5%-Hoit mepexkucu BOJOPOAA.

K uHKy0allMoHHOH cmecH /100aBisiior, B sakmouenne, pactBop Hy0,. [MoamunyTsl
crycTst mHaKTUBUpyioT 5 M B 10 min nipubimsuresisio 10%-nom HyS0,. Coneprkanune mepekucH
9TO# TIPOOBI AaeT KOHLEHTpauu nepekucn B O mun. ITocae aroro, yeped 5—10—15—20 u T. 1.
MUHYT HMHAKTUBHUDYIOT JajbHEHlIne KOJIM4ecTBa Mo 5 mi.

KaTana3oByio aKTHBHOCTh MOYKHO BbIpa3uTh eufé paaioxkenuem H,0,, oTHOCsImMMmMCs
K €IMHOMY BeCy HCHBITAHHOH TKaHW ; HAMJIYyYLIMM >Ke C0COOOM SIBJISIETCST TPUMEHEHHE CKO-
pocrHoro KoadunmenTa peakuuu (k). B ciyyae eMHOro BemiecTBa M3MEHEHHE [ByX 3HAYEHHA
— mapaJienbHoe. Ciydail napajuieIbHOr0 M3MEHEHHUsI TpejcTaBieH B TaOuuIe 3 Ha JUCTbSIX
pasMuHOr0 BO3pacra TOro e camoro pacrenusi Chenopodium album koraa pacxoienue
H,0, u CKOPOCTHBI KOIDOUIMEHT Pa3I0>KEHUsT UBMEHSTIOTCS NapasliebHo (epBast pyopHKa :
YUCII0 JTUCT>EB CH43y).

B TaOanue 4 npuBeleH cayyaid, Korja pe3yabTaThl ABOSIKOTO POAa H3MEHSIIOTCS He
a pasuiesibHO (PYOpPHKH : CeMsI10JM pacTenust 1. Moy100ro ; 2. cpeHero Bo3dpacra ; 3. crape-
1uerocst ; 4. ycrapeBuierocst ; 5. 0pouIeHHoro ; 6. moayyuBiero cyxyio oopadorky). B cemsi-
JL0JM BCXOJIOB TIOJCOJTHEYHMKA PA3JIUUYHOIO0 BO3PACTA KAK CKOPOCTHBIH KOIDHI[MEHT peaxuuu,
TAK M CTENEeHb PACXOYKACHHS MIEPEKHCH YMEHbIIAKTCA NMapaiiesabHo ¢ Bo3pactom. OaHako, B
TO BpeMsl KaK IOJYYMBIIME HOPMAJbHYIO IOJIMBKY DPACTEeHHs] UMEIOT 00JIBHIYIO CIIOCOOHOCTH
pasIoyKeHNsT MepeKHcH, He0CTATOYHO OPOLIEHHbIE PACTEHHST COJeprKaT KaTajaas, MoKasbiBAl0-
mwii  Gojiee BBICOKOE 3HaveHue k.

EXPERIMENTS ON THE CATALASE ACTIVITY OF PLANTS
I. Problems of method
L. J. M. Felfildy and F. Zs. Kalko
Summary

The methods for determining catalase activity applied in the Plant Physiological
Laboratory of our Institute are discussed. The experiments were conducted with &
homogenized plant material and not with purified enzyme preparates, in order to com-
pare the catalase activity of various plants and plant organs. Questions discussed in
details are as follows : homogenization, hydrogen ion concentration of solutions used
in the experiments, concentration of substrate and of the enzyme-containing extracts.

In Fig. 1. and 2. are shown the pH optima of catalase activities measured in the
homogenized organs of some distantly related plant species.

In Table 1. (columns: 1. Method of grinding, 2. catalase activity, expressed
in mg H,0,/1 g dry matter/l min. units) are shown the changes in the catalase activity
of Helianthus cotyledons when grinded in the following media: a) distilled water ;
b) phosphate buffer, pH 7,4 ; ¢) in phosphate buffer after treatment with 0,1 n NH,OH
solution (Kinzeru and UrL 1954) ; d) in water, after addition of a small quantity of
CaCO,. e¢) in phosphate buffer after the addition of CaCOj,.

Similar data pertaining to the leaves of Zebrina pendula are summed up in
Table 2. (Columns : 1. Method of grinding; 2. Catalase activity expressed in H,0,
mg/l g dry matter/l min. units; a) distilled water; b) phosphate buffer, pH 7,4 ;
¢) phosphate buffer, after previous treatment with 0,1 n NII,OH and d) water, after
addition of CaCO,.)
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These Tables clearly show that, especially in the case of Zebrina pendula leaves
owing to high acidity in their cell sap, the NH,OH treatment results in highest acti-
vity, whereas for tissués with lower acidity, e. g. sunflower cotyledons, there is no
significant, difference between NH,OH treatment and simple grinding in buffer, pH 7,4.
Previous experiments have to decide about the necessity of neutralization with ammonia.
pH adjustment with CaCO, gave unsatisfactory and uncertain results.

Literary data and the author’s experiences, too, show the importance of using
highly diluted enzyme-containing extracts and substrate solution. The sufficient degree
of H,O, dilution can be controlled graphically during the experiment. In the H,O,
concentration is suitable, the logarithmic values of the ml-s of the measuring solution,
consumed by aliquot amounts of the incubated mixture, inactivated at regular inter-
vals, fall approximately along a straight line, when represented in the function of time
(Fig. 3.).

The author’s method for determining catalase activity was the following : Sam-
ples of 80—500 mg fresh weight were grinded in phosphate buffer, pH 7,4, amounting
hundred times of their weight, after or without previous treatment with 0,1 n NH,OH.
The homogenizates were conserved with a few drops of toluol (= ground suspension).

The composition of the incubation mixture was as follows : 20 ml M/15 phosphate
buffer pH 7,4 according to SORENSEN, 26 ml distilled water, 2 ml ground suspension
and 2 ml 0,56% H,0, solution.

The peroxide solution was put finally into the incubation mixture. After half
a minute, counted from the addition of H,0,, 5 ml of the incubation mixture was in-
activated in 10 ml ca. 10 per cent solution of sulfuric acid. The hydrogen peroxide con-
tents of this sample give the peroxide concentration at 0 Minute. Further samples from
the incubation mixture were taken in the 5th, 10th, 15th, etc. minutes. The reaction
velocity coefficient (k) was computed in the usual way.

Catalase activity can be expressed also by H,0, decomposition of the unit weight
of the tissue investigated, most exactly however by the reaction velocity coefficient
(k) at 0° C. The changes of the two values are parallel in the case of homogeneous material.
Table 3 shows the case of parallel change of H,0, decomposition and of the reaction
velocity coefficient in leaves of different age of the same Chenopodium album plant.
Table 4 : Comparison involving the changes of H,0, decomposition and of & values
of catalase activity in homogenized cotyledons of sunflower seedlings of different age.
Columns: 1. Young; 2. middle-aged; 3. growing old; 4. old; 5. watered plants;
6. dry-treated plants.

In the cotyledons of sunflower seedlings of different age the reaction velocity
coefficient and the H,0, decomposition of dry matter decrease with the age. In the case
of regularly watered plants however the H,0, decomposition is greater, whereas in the
case of insufficiently watered plants, the k& values point to a greater catalase activity.
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