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OXIDALO ENZYMRENDSZEREK MEGHATAROZASA

NOVENYEKBEN
Irtak: DR Banca IronNa (Szeged) és
Dr. GYORFFY BArNA (Mosonmagyardvar)

- Mai ismereteink szerint a gének az él6.szervezetek kialakulasanak
és élétmiikodéseinek végsé onéllé alapegységei. Mivel pedig feltételez-
ziik, hogy ezek a gének hatdsukat a legnagyobb valdsziniiség szerint
enzymes uton  fejtik ki, érthets, hogy kiilonosen jelentések azok a
biokémiai-genetikai kutatdsok, amelyek a genetikai viszonyok és
bizonyos enzymek aktivitasa kazotti Osszefiiggésekre / igyekeznek
tovabbi fényt detjteni. (Az errevonatkozd irodalmat 1. GyORFFY B.:
Gének  és enzymek c. osszefoglalasiban. 1943, Magyar Biol. Kut.
Munk. 15., 450—461.) : :

Ebbol az alapgondolatbél kiindulva nagyon érdekesnek latszik
megvizsgalni, hogy a novényekben eléfordulé kiilonbozé oxidasék
milyen gén hatisira fejlédnek ki és miért van az, hogy egyes nové-
nyekb6l bizonyos oxidasék teljesen hidnyoznak, mig maésok nagy
aktivitdssal miikodnek. Vajjon az oxidaci6, mely a novényekben sok-
kal kisebb szerepet jatszik, mint az allatoknal, egy és ugyanazon oxi-
dalé rendszeren megy-c végbe az Osszes novényeknél, vagy itt is
fellelhet6k olyan kiilonbségek, mint amilyenekkel a kiilonbozd
allati szervek sejtjeiben talilkozunk. Mindezekre a kérdésekre végsd
tokon azok a genetikai vizsgilatok fognak felelni, melyek megalla-
pitjak, hogy egy bizonyos gén hatdsira milyen oxidalé rendszer tud

- kialakulni, s ezzel egyidejiilleg milyen oxidalé enxymek és kataly-

zatorok lépnek fel. :

Hogy ezeket a vizsgalatokat el lehessen végezni, ahhoz sziikség
van olyan quantitativ eljirasra, melynek alapjan meg lehessen mon-
danunk, hogy az kgyes novényekben az oxidasék egymashoz viszonyftv’n
milyen mennyiségben fordulnak els. Ez a munka egy ilyen elJaraf
leirasat adja meg. Két dolgot tartottunk szem elétt: 1.) hogy a kiilonb626

* oxiiddsékat egymas mellett lehetfleg kis mennyiségii anyagban tud-

juk quantitative meghatarozni és 2.) hogy ez a meghaté{oza’is gyors
legyen, mert a genetikai vizsgalatokndl mindig nagyszémi anyag
feldolgozésérél van sz6. Eddig is ismeretesek voltak médszerek, me-
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lyekkel az egyes ox1dasekat ‘mint pl. perox1daset vagy polyphenod-
oxidaset quantitative mérni lehétett. Fnnek a munkénak létjogosult-
sagat azonban az adja meg, hogy ti egymas mellett mérjiik quanti-
tative mnemcsak az egyes enzymek aklivitisdt, hanem méréseink
utmutatast adnak arra nézve is, hogy milyen oxidélé rendszer miikodik
az egyes vizsgalandé novényekben. Igy pld. a novények peroxidase
tartalmét 25 év 6ta gy nézik, hogy a vizsgalandg enzympreparatum-
hoz peroxidot és egy p(ﬁvnhenolt pyrogallolt vagy benzidint, adnak.
Ezen polyphenol eloxidalasénak sebességébdl szamitjak ki a movény
peroxidase tartalmat. Marmost ha olyan novenyrol van sz0, mely per-
oxidase mellett polyphenoloxidéasét is tartalmaz, akkor ezzel a méd-
szerrel a két enzym aktivitisdnak az osszeget mérik, s a kett6t nem
lehet egymastél elwalasztani.

Mi éppen ezért, hogy az egyes novények oxidalé rendszereit egy-
mastdl jobban elkiilonitsiik, oxid4l6 subsiratumként nem polyphenclokat
hasznaltunk, melyek kisérdi - lehetnek tgyis a névénynek, hanem,
hogy evvuttal ezeknek a jelenlétét vagy hianyat is megéllapithassuk,
asoorbmsp.vat alkalmaztunk oxid4bilis anyagként. A harom legelter-
jedtebb oxidéasét haiarozzuk igy meg egymas mellett: az.ascorbinsav-
oxidasét (ASO), a polyphenoloxidasét (PPO) és a peroxidasét (PO)
ill. enniek két fajtajat a PO L-et és a PO IL-t.

A meghatarozasi modszer lényege tehat az, hogy mindig az as-
corbinsavat oxidéaltatjuk és enmek mérjiik a sebességét, de aszerint,
hogy milyen kozti katalyzatort adunk még a rendszerhez, mérni tudjuk
egymas mellett az ASO-t, a PPO-t, PO 1. és PO I1.-i. Az ascorbinsavat
csak azok a novények oxidéljak mérheté mértékben, minden egyéb
kozvetit6  anyag hozzdadasa nélkiil is, melyek ASO-t tartalmaznak
A novények PPO tartalméanak a megéllapitasanal .az ascorbinsavon
kiviil egy polyphenolt (pyrocatechint) is adunk, mivel a° PPO aktivi-
tasat csak a sajat- substratuménak a polyphenolnak a jelenlétében
mérhetjiik. A’ peroxidése tartalmat gy hatérozzuk meg; hogy mérjiik
az ascorbinsav oxidéci6janak sebességét peroxxd jelenlétében. Ez a
PO I., mely THEORELL szefint azonos a BANGA és SzENT-GYORGYL? vala-
niint BANGA és PuiLLipoT* altal leirt dioximaleinsav oxiddséval. Ha
a peroxid mellett még hydrochinont ‘is adunk, akkor mérni tudjuk
‘a THEORELL® szerint feltetelezett PO I1.-t mely peroxid mellett csa.k

sl A% 3 physnol Chem. 255, 57, 1938.
2 Z. f. physiol. Chem. 258, 147, 1939.
-¢ Ark: Kemi Mineral. Geol. Ser B 14, 1—3, 1940.




Irydrochinon hozzdadésira oxidélja az AS-t és HCN-re nem érzékeny,
szemben a PO I.-el melyet mar M/100.000 HCN legatol.

- Az egyes nivények oxidase tartalméat egységben fejezziik ki.
Egy egységnek vettiik azt az enzymmennyiséget, mely 1 perc alatt
1 'mg ascorbinsavat, teljesen oxidal. A *novények levébdl kiilonbozg

~h1g1taso|kat készitve konnyen megallapithatjuk, hogy a novény 1 cem-

re a kiilonb6z6 oxiddsékbol hiny egységet tartalmaz.

Hogy az egyes oxidalé %enqym}ek milyen pontossiggal hataroz-
hatok meg az altalunk leirt eljirassal egymas mellett, arra nézve
szolgaljon peldanak az 1."tablazat, ahol elészor kulon kiilon az egyes

I. TABLAZAT.

Navénykivonat : {&SO ; : l?PO ; PO 1. ’PO II.’

3 szamit. talalt szamit. talalt = || szdm. tallt|szdm. talalt
1943. VIII 6. 3

uborka 0.33 031 | _ 0.071‘3 0.355

retek g 0.00 0.00 0.072 0.42

“uhorka + retek 0.33 0.35 0.31 031 |l 0.145 0.180 || 0.77 0.83

1943 VIIL. 9. °
burgonya 0.00 0.65 0.00 0.20
retek 2 0.00 0.13 000 058

burgonya 4 retek 0.00 000 "0.80 075 |{0.00 0.00 || 078 0.70

1943. VIIL 10,

uborka  ° : 075 0.65 012 | . 03
retek ; 0.00 A T 0.04 0.68
burgonya - 0.00 0.80 0.14 . 0.14
uborka } retek + 2 2

burgonya 0.75 0.71 1.62 1.50 | 030 0.37 Il 1.17 1.03

1943, VIIL 11. ;

uborka 061 | 0.70 0.00 0.29
retek L 0.00 0.00 0.00 0.81
burgonya 0.00 k 0.61 0.00 © 014
uborka +retek +

burgonya 0.61 0.65 1.31 | “ 145 || 0,00 000 | 1.24 1.17
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tipusnovényeknél meghataroztuk a kiilonbioz6 . enzym aktivitasokat,

azutan osszeontve a kiilonb6z6 novénykivonatokat, egymas mellett -

dllapitottuk meg ' az 'enzymaktivitasokat. Ezek a tipusnovényeink
voltak: a nagy ASO tartalmt uborka; a magas PPO tartalmia burgo-

nya és a retek, mely tudvalevéleg igen sok peroxidasét tartalmaz. Mint

az eredményeink mutatjak eljardsunkkal valoban lehetséges az ASO,
PPO és PO aktivitasénak megallapitasa anélkiil, hogy az egyes
oxidasék egymds aktivitasat lényegesen befolyésolnak,

A I téblizat mutatja, hogy néhény novénynél alkalmazva az
ismertetett egyszerii meghatarozisi modszert, pontosan megadhatjuk
szamokban kifejezve egy-egy novény oxidase tartalméat.

1L TABLAZAT.

Eg)’néhany névénykivonatban meghatirozott oxydéalé enzym akt1v1tasok
egységekben kifejezve.

Novénykivonat ASO PPO PO L PO 1L
.~ paradicsom :
< s .
Lycop. racemifl. 0.40 0.24 1.95 2.00
% racemiger 037 041 . 069 3.00
paprika: %,
elefdntcsont 0.30 057 = 5.10 9.80
fehér orias < 039 ° 2537 845 11.00
tojasgyiimolcs 150 6.25 - <256 ‘ ‘832
alma * 05 023 0.14 052
korte ; 010 020 032 | o060
$ )

Kisérleti rész:

 Novénykivonat készitése: 5-10 g magjatol megtisztitott névényi
részt annak megfeleld mennyiségii homokkal jol eldorzsoliink, tgy hogy

. +az egész homogén legyen, Gézen atnyomjuk; hogy a homoktol és a
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novénystruktura részeitél megszabaditsuk és jég kozott taroljuk. En-
nek 1 ccm-ére szamitjuk a kiilonbozé oxidasék mennyiségét a mar
fent ismertetett egységekben kifejezve. Ha pld. egy ndvénykivonat
0.25 ccm-e még teljesen eloxidélja 1 perc alatt az 1 mg ascorbinsavat,
de 0.125 ccm mar csak 0.5 mg ascorbinsavat oxidal el 1 perc alatt,
akkor a novénykivonat 4 egység oxidasét tartalmaz, mivel 1 ccem
éisszesen 4 mg ascorbinsavat tudna 1 perc alatt eloxidalni. -
Szukséges oldatok. (
Puffer oidatok: pH 4.7 ecetsav puffert molaris ecetsav és Na-acetat
i:1 ardnyd Osszeontésével kapunk. pH 7 Sorensen-féle phosphét puf-

- fer elkészitésénél 4 rész M;15 KH.,PO,-hoz 6 rész M/15 Na.,HPO,-t

adunk. ;
Ascorbinsap oldat: 10 mg ascorbinsavat (AS) 10 ccm deszt. vizben

- oldunk. Mivel az AS gyorsan oxidﬁlédik, az AS-oldat 6ranként frissen

készitends. -

~ M/50 pyrocatechin oldat: 0.66 gr pyrocatechin (PK). 50 cem  deszt.

vizben feloldunk. Az oldat sotét iivegben, jégszekrényben sokéig
“elall. ,
M[50 hyrochinon oldat: 0.66 g hydrochinont (Hy) 50 com deszt. vizben
feloldunk. Az oldat sitét iivegben, jégszekrényben sokaig elall. '
MI100 peroxid oldat: 0.69 ccm peroxigenolt (Richter) adunk 100 ccm
deszt. vizhez. : ik

Benzidin oldat: 0.18 g benzidint oldunk 20 ccm 96%-os alkoholban.
HM|100 jodoldat titralashoz: 3-4 g* KJ-t 100 cem deszt. vizben felol-
dunk, majd pedig 0.0346 g jédot mériink bele, s az egészet 500 ccm-re
egészitjiik ki. ' : %

10% metaphosphorsav aoldat.

Eljaras: 100 ccm-es Frlenmeyer lombikba ~ beletesszilk a megfeleld
higitasi movénykivonatot +3 cem. puffert +1 ccm =1 mg ascorbin-
savat és aszerint, hogy milyen oxidasét vizsgalunk pyrocatechint vagy
peroxidot adunk, ill. a PO TI. esetében peraxidot+hydrochinont adunk.
Az elegytérfogatat 6 ccm-re egészitjiik ki deszt. vizzel. Az egészet 1 perc-
ig szobahén egvenletesen razzuk. Az enzymmiikodést 1cem 10 % meta-
phosphorsav hozzaadasival megsziintetjilk és az el nem oxidalédott
ascorbinsavat M/100 jéddal keményits jelenlétében visszatitraljuk.
Sziikséges mindig a 0 értéknek a mieghatarozasa, amikor a métaphos-
phorsav ¢lézetes hozzdadésa utén adjuk az ascorbinsav aldatot. Ezt
a 0 értéket a kisérleti értékbdl le kell vonnunk.
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Ascorbinsavoxiddse aktivitisanak meghatsirozasa: 100 ‘ccm Erlen-
meyer lombikba beletesziink 1 ccm higitatlan vagy higitott névény-
kivonatot, 3 ccm pH 7 phosphat puffert és 1 cem = 1 mg AS-t+1 cem
H,0-t. Egy perces rdzas utdn 1 ccm metaphosphorsavat adunk és
az el nem oxidalédott AS:-t visszatitraljuk. (A jodoldatot kristalyos
AS-el elozoleg Ggy allitjuk be, hogy 1 mg AS egyenlo legyen 1 ccm
jédoldattal.)

Polyphenoloxidédse aktivitésanak megha.tarozasa Elészor is meg-
gyo6zédiink arrdl, hogy a vizsgdlandé kivonat wegyaltalaban tartal-
maz-e PPO-t. Ezért a cem kivonathoz 2 cem pyrocatechint és 3 csepp
benzidint adunk. Ha' PPO van jelen, akkor az oldat 1-2 percen beliil
rizas kozben elkékiil. :

A quantitativ meghatarozasnal 1 ccm névénykivonathoz adunk
3.6 ccm pH 4.7 acetat puffert-+1 cem M/50 PK-t és 1 cem AS-t.1 perc-
nyi razas utan metaphosphorsavval megsziintetve az enzymmukodest :
‘a visszamaradt AS mennyiséget megtitraljuk.

Peroxidase meghatarozasa: 1 cem novénykivonathoz 3 cem pH 4.7.
acetatpuffert+1 ccm peroxidot és 1 ccm (1 mg) ascorbinsavat adunk.
Egy perenyi razas utan 1 cem metaphosphorsav hozzdadasa utan
ioddal visszatitraljuk az el nem oxidalédott AS mennyiséget. A PO II.
csetében még 1 cem M/50 hydrochinont is adunk.

(From the Hungarian Biological Résearch Institute).

ESTIMATION OF OXIDASE ACTIVITIES
IN PLANTS
By I. Banca (Szeged) and B. GYORFFY. (Mosonmagyarévar).

In this paper we are giving a method for the estimation of the
different- oxidation systems in plants. We estimate side by side the
ascorbic acid oxidase. polvphenol oxidase and percxidase. We used
ascorbic acid as oxidatipg substance for the three enzymes and
measured the velocity of oxidation of ascorbic acid by plant extracts,
giving the suitable catalvsators for the  different oxidases. So for *
instance ascorbic acid oxidase activity can be estimated by measuring
the veloeity of oxidation of ascorbic acid without adding any activators.
Poly‘pmenolomdase activity can be estimated by adding pyrocatechme
and ascorbic acid and peromdase by giving peroxide and asoorblc
acid. 3
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