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A kukorica egyik legfontosabb takarmanynévényiink. A névekvé igények Ki-
elégitésére termesztésében valtozasok kovetkeztek be. Uj fajtakat allitottak el6,
gepesitették a talajmlvelést, a betakaritdst. Megvaltoztak a szaritds modozatai
és a tarolasi korilmények. A szarités, a tarolas és a feldolgozas alatt bekdvetkezett
biokémiai valtozasok megismerése sokoldall vizsgalatokat tesz sziikségessé. A
biokémiai valtozasok jelzésére alkalmas enzimek egyike a peroxidaz. A takarmany-
kukorica-fajtak peroxidaz-aktivitasanak értékeirdl eddig nem voltak ismereteink.
Munkénkban a kertészeti termékek peroxiddz-aktivitdsanak mérésére kidolgozott
madszert (1,2) a kukorica peroxidaz-aktivitasanak meghatarozasara adaptaltuk.

A mddszer azon alapszik, hogy a peroxidaz-enzim hidrogén-donor jelenlétében
a hidrogén-peroxidot az alabbi reakcidegyenlet szerint bontja, mikozben a hidrogén-
donorbdl sztochiometrikus ardnyban szines vegyllet keletkezik. Ennek spektro-
fotometridsan meghatarozott keletkezési sebessege a peroxidaz-enzim aktivitasa-
nak mértéke.

POD
HD2+ AH2 - 2H,0+A

ahol POD = a peroxidaz
AH2 = a hidrogén-donor redukalt formaja
A = a hidrogén-donor oxidalt formaja

Felhasznalt anyagok, oldatok és moédszerek

Kukoricafajtak. A kidolgozott médszer alkalmazhatdsagat tébb kukoricafajtan
vizsgaltuk. Ezeket az Orszagos MezGgazdasagi Fajtakisérleti Intezett6l (Budapest)
szereztilk be. A rendelkezésuinkre allo fajtak az alabbiak: Martonvasari (a tovab-
biakban Mv) SC 580, Mv TC596, Mv SC 405, Mv TC 290, Mv SC 429, BC-SK
66-25, OS-SK 218, Keszthelyi SC 360, Szegedi (a tovabbiakban Sze) TC 255,
Sze DC 289, Sze DC 384, és Szarvasi SC 648. A mintakat 1976-ban és 1977-ben
termesztettek és betakaritas utan tarolas céljara szaritottak. Ezeken kiviil vizsgal-
tunk nem szaritott kukorica-mintakat, melyeket kozvetlenil a betakaritas elott,
kisérleti parcellarél kaptunk. A modszer kidolgozasahoz a Mv SC 405 fajta 1976-
ban termesztett mintajat alkalmaztuk. )

Szubszirdtum. A hidrogén-peroxid szubsztratumot naponta frissen higitottuk
a 30%-o0s kereskedelmi oldatbdl (a.lt., Reanal, Budapest), a reakciohoz szlikséges
téménység(ire.
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o-fenilén-diamin oldat. Az o-fenilén-diamin hidrogén-donor (a.lt., Reanal,
Budapest) 1%-os oldata, 96%-0s etanol olddszerben, szintén naponta készillt.

A puffer-oldat. A reakcidelegy pH-jat 0,2 M, pH 5,0 natriumacetat - ecetsav
pufferrel biztositottuk (3). A peroxidaz-aktivitas fiiggését a pH-tdl dinatrium-
hidrogén-foszfat - citromsav (Mcllvaine) pufferben (4) vizsgaltuk, a 3,0-7,5
pH-tartomanyban. : . . . .

Natrium-meta-biszulfit oldat. A reakcié ledllitasara natrium-meta-biszulfit
(a.It., Polskié Odczynniki Chemiczne Gliwice, LNK) 5%-o0s desztillalt vizes oldatat
hasznéltuk.

A mintak el6készitése. A kukoricaszemeket Savaria (Keripar, Szombathely)
daraléberendezésben apritottuk. A kukoricadara 5 g-jat 50 cm3 desztillalt vizzel
szobahémérsékleten extrahaltuk 60 perces razatassal, ezutan 20 percig centrifugal-
tuk (1500 g), a felullszot sz(irtlik, és az enzimet tartalmazo sz(rletet (a tovabbiak-
ban enzimkivonat) szilkség szerint higitottuk.

A mérés. Az aktivitisméréshez hasznalt oldatokat 25 °C-ra elémelegitettik. A
reakcidelegy Osszetétele a kovetkez6: 2 cm3 enzimkivonat, 8 ¢cm3 acetat-puffer,
1cm3o-fenilen-diamin oldat, 1cm3hidrogénperoxid-oldat. A reakcioelegyet 25 °C-
on Vibrotherm (Labor —MIM, Budapest) vizfiirdében termosztaltuk. Az elegyek
e?y részeéhez az Osszeontés utan azonnal (0 perc), mas részéhez rendre 4, 8, 12, 16,
illetbleg 20 perc elteltével 2 cm35%-0s natrium-meta-biszulfit oldatot és 6 cm3
96%-o0s etanolt adtunk az enzim inaktivalasa céljabal.

A kilénboz6 reakcioidék alatt az o-fenilén-diamin oxidalodasa atjan kelet-
kezett reakcidtermék szinintenzitasat az azonos moédon kezelt, enzimkivonatot
nem tartalmazd vakprobaval szemben 420 nm-en meértikk (Spektromom 204,
MOM, Budapest).

Vizsgéalatainkhoz 3 parhuzamos, enzim-tartalmd kivonatot készitettink a
fent leirtak szerint. Kivonatonként 2—2 parhuzamos extinkcié-mérést végeztiink.
A peroxidaz-aktivitast az extinkci6 —reakci6id6 dsszefliggés linearis szakaszabol
regresszidszamitassal szamitottuk.

Egységnyi aktivitastnak tekintettik az enzimkivonatot akkor, ha percenként
10-3 extinkci6valtozast eredményezett. 1g szarazanyagra vonatkoztatva 1 egység
(U) = 10-3 AOD min~g-1(OD = extinkcio).

A kukocicadara-mintak szarazanyag-tartalméat szaritészekrényben, 105 °C-on
stlyallandésagig szaritva hataroztuk meg.

A mérési adatok biometriai értékelése. Az adatokbdl az egy-egy mérési ponthoz
tartoz6 parhuzamos extinkcio-értékek atlagat és szorasat, a szarazanyagra vonat-
koztatott (a tovabbiakban fajlagos, aktivitas-értékek szorasat, az extinkci6 —
reakcididd Osszefliggés linearis szakaszanak, valamint a kapott egyéb lineéris vagy
linearizalhatd Osszefiiggéseknek regresszios egyenleteit, a fajlagos aktivitas-érte-
kek és a szarazanyag-tartalom értekek kozotti eltérések stafisztikai f-probait (5)
programozhat6 kalkulatoron (HP 97, Hewlett-Packard, USA) szamitottuk.

EREDMENYEK
A megfelel6 szubsztratum koncentracié meghatérozasa

A mérésekhez megfeleld szubsztratum-koncentraciot 0,1% enzim-kivonatot
tartalmazé reakcidelegyekkel hataroztuk meg. A hidrogénperoxid-koncentracio
és a reakcidsebesseég kozotti Gsszefliggést az 7. dbran szemléltetjiik. A reakcio-
sebességl< maximum-gdrbe szerint valtozott. A legnagyobb reakciosebességet a 12
cm3reakcidelegyben 7,35 mM (0,25 g 1- 1) hidrogénperoxid-koncentraciéval értik
el. Nagyobb koncentraci6 esetében az enzim-aktivitas gatolt. Tovabbi kisérleteink-
ben a reakcidelegyek 7.35 mM hidrogénperoxidot tartalmaztak.
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reakci6sebesség (vaéItozésa a hidrogénper- Az extinkcié (OD) valtozasa a reakcididdvel
id-szubsztratum koncentracidjaval (S). A gt). A reakcio-kérilmenyek: 7,35 mM H22,
Nakciokorilmények: 0,083% o-fenilén-dia- ,05—0,15% enzimkivonat. A tébbi kéril-
I.Fn hidrogén-donor, 0,1% enzimkivonat mény és jelolés egyezik az 7. abran leirtakkal.
artonvasari SC 405 kukorica-fajtébép, pH
oD, 25 °C. A reakcittérfogat 12 cm*. A fliggo-

ges vonalak a szorast jelentik; OD = az

extinkcio.

m\z egye- A regresszios
i nese ~ egyenesek r2
amozasa t /o) egyenlete

1 0,05 OD = 0,02+0,02 t 0,994 E = az enzimkivonat koncentracioja a reak-
2 0,075 OD = 0,04+0,04 t 0,985 cidelegyben; L
3 01 OD = 0,04+0,05 t 0,989 r2 = a regresszios egyenlet determinécids
4 0,125 OD = 0,05+0,06 t 0,989 ngUtthatéJa. A ‘szamitashoz felhasz-
5 0,15 OD = 0,05+0,08 t 0,990 nalt adatparok szama: n = 24

Az extinkcid valtozéasa a reakcididével
Az extinkcio-értékek valtozasat 0,05, 0,075, 0,1, 0,125 és 0,15% enzimkivo-
ratot tartalmazé reakcidelegyekben 0—20 percig kisértuk figyelemmel. Mind az

it koncentracio6 esetében a reakcidelegyek extinkcio-értékei és a reakcioidd kozott
1—12 percig kaptunk linedris dsszefliggést (2. abra).

A reakciosebesség és az enzimkivonat koncentracitja kozott a mért tartomany-
an (0,05-0,15%) linearis a kapcsolat (3. abra).
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3. abra i 4. abra,
A reakcidsebesség (i>) valtozasa az enzim- A fajlagos (1 g kukorica-szarazanyagra vonat-
kivonat koncentraciojaval (E). A kisérleti ko- koztatott) peroxidaz-aktivitas valtozasa a

rilmények egyeznek a 2. abran leirtakkal.  pH-val. Az enzimkivonat koncentrécidja 01
Az eggenes egyenlete: v = —0,005+0,540 E; %, a puffer: dinatrium-hidrogén-foszfat es
rz=0,994, n= 5, n—a szamitashoz fel- citromsav (Mcllvalne?,atdbbl kisérleti ko-
haszndlt adatparok szdma. A tébbi jel6lés rilmény—a pH kivételével —valamint a jelo-
ua., mint az el6z6 abrakon. lések ugyanazok, mint a 2. abran U=enzim-

aktivitas (aOD min- 1).

A peroxidaz-aktivitds valtozédsa a pH-val

Az enzim-aktivitas és a pH osszefliggésének vizsgalatara 0,1 % enzimkivonatot
tartalmaz6 reakcidelegyeket alkalmaztunk. A peroxiddz-aktivitds maximuma
pH 4,4 -5 ,0kozott volt 221 abra).

A kukoricafajtdk peroxiddz-aktivitdsa

Az el6bbiekben ismertetett kisérletek alapjan alkalmasnak bizonyult koriil-
nienyek kozott (7,35 mM HA},, 1% o-fenilén-diamin, 0,05—6,15% enzimkivonat,
il . J.0—12 perc reakci6id6) meghataroztuk a kukorica-tételek fajlagos
peroxidaz-aktivitasat. A szarazanyagra szamitott értékeket az 5. abran tiintettlik

Mindkét évjaratban a Mv TC 290 kukoricafajtanak volt a legnagyobb fajlagos
P ox1f -aktyv,tasa, a Szarvasi SC 648 fajtanak pedig a legkisebb.” A kukorica-

0 f ~ 'aB0s Pcrox'daz-aktivitdisa 1976-ban 1460-5900 U g-1, 1977-ben
1750 - 6040 Ug-"' kozott volt.

n0S f3-tak fallaS°s enzim-aktivitasa egy kivétellel (Mv TC 290) 99, ille-
1976 ban °"(0S va'"'szln,-*&gi szinten szignifikansan nagyobb volt 1977-ben, mint

kisebb7 ~tiltds-mérések jol reprodukélhatok, a sz6ras az atlagérték +5%-anal

te ... szarmaz6 Otféle martonvasari kukoricafajta peroxidaz-aktivi-
asa 'ozvetleniil a kukoricacsd torése utan is mértiik és az értékeket osszehasonli-
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tlik a mesterségesen szaritott kukorica-mintak megfelelé értékeivel. Az utdbbi
ntakban a peroxidaz-aktivitas egy kivétellel (Mv TC 596) 99,9%-o0s valoszind-
;i szinten szignifikansan kisebb, mint a szant6féldi mintake.

A kukorica-peroxidaz kinetikai jellemzg8inek megéllapitasa

Az elvégzett vizsgalatok a peroxidaz-enzim latszélagos kinetikai allanddinak
\n = Michaelis allandd, Vmax = maximalis reakcidsebesség) kiszamitasara is
calmasak.

A reakcidsebesség és a szubsztratum-koncentracié kozotti Osszefiiggés fel-
allé szakaszabdl (1. abra, 0—7,36 mM H+X-koncentracio tartomény) Lineweaver
Burk modszerével felvettiik az emlitett két jellemzd reciprok értékei kozotti
szefliggést. A kapott egyenesbdl linearis regresszio-szdmitassal meghatarozhatdk
Km- és a Vmax-értékek, a 6. abran lathaté mddon. Mivel az alkalmazott enzim-
vonatok a peroxidazon Kivil egyéb anyagokat is tartalmaznak, az értékeket
tszolagoshak tekintjik. A Iétszéla?os Kmeértéke 3,73+ 0,1 mM, a latsz6lagos Vmax
téke 0,074 + 0,005 zIOD min _1 volt a Mv SC 405 kukoricafajta esetében.5

5. éabra

ééulonboz6 fajtaju kukorica-tételek peroxidaz-aktivitasa két, egymast kovetd évben. Az enzim-
livonat koncentracitja az aktivitastol fuggéen kulénboz8, a tobbi kisérleti korilmény egyezik a
2. abrén leirtakkal. A fajtak:

. Szegedi TC 255, 2. Keszthelyi SC 360, 3. Szegedi DC 289, 4. Szegedi DC 384, 5. O S-SK 218,
> BC—SK 66 —25, 7. Szarvasi SC 648, 8. Mv TC 290, 9. Mv SC 405, 10. Mv SC 580, 11. Mv SC 429,
J2. Mv TC 596. Mv = Martonvasari. Az ures hasdbok az 1976-ban, a ferdén sraffozottak az 1977-

en vizsgalt szaritott mintak, a vizszintesen sraffozott hasabok az 1977-ben vizsgalt szantofoldi
Ininték ajlagos aktivitas-értekeit abrazoljak szarazanyagra vonatkoztatva. o = az eltérés nem

zignifikans, * = az eltérés 95%-0s valdszin(ségi szinten szignifikans, *** = az eltérés 99,9%-0s
valoszin(iségi szinten szignifikans. A ferdén sraffozott hasabok f6lotti jelzés az 1976. és 77. évi,
rftzonos fajtaju szaritott kukorica-mintak kozti eltérésre, a vizszintesen sraffozottak folotti az
fi977-ben vizsgalt, azonos fajtaju szaritott és szantofoldi mintak kozotti eltérésre vonatkozik.
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6. dbra
A kukorica-peroxidaz latszélagos kinetikai allandéinak (K m és Vmax) meghatarozasa Lineweaver

és Burk szerint, a reakciosebesség (v) és a H20 2szubsztratum koncentraciéjanak (S) reciprok
értékeibdl. Az egyenes egyenlete:

13,5+50,3 ra= 0,970, n= 46, Km = 3,73£0,1 mM; Vmax = 0,074+ 0,005 AOD min"'!.

Km = a Michaelis-allandé, Vmax = a maximalis reakciésebesség, n = a szamitashoz elhasznalt
adatparok szama. A reakciokorilmények egyeznek az 7. bran leirtakkal.

KOVETKEZTETESEK

Az ismertetett modszer viszonylag egyszer(ien kivitelezhet6 és igen jol repro-
dukalhato, alkalmasnak mutatkozott mind a_szant6foldi, mind pedig az iparilag
mesterségesen szaritott takarmanykukorica-mintak peroxidaz-aktivitasanak méré-
sére. A modszer érzékenysége lehetbve teszi az egyes fajtak fajlagos aktivitas-
értékei kozotti eltérések kimutatasat. Tajékoztataskeppen kozéljik, hogy hasonld
modszerrel gyumolcsokben és zoldségekben, nedves anyagra szamitva 240 U g-1 —
569 000 U g 1 kozotti fajlagos peroxidaz-aktivitas értékeket mértiink (2).

Reégebbi vizsgalatokban (2), burgonya-homogenizatumok esetében ugyancsak
7,35 mM hidrogén-peroxid koncentracié adta a legnagyobb reakci6sebességet.
Az optimalis pH-tartomany egyéb termékek esetében hasonl6 az itt kdzdltekhez.
Burgonya-homogenizatumokban pH 5,0 5,4 kdzétt, karalabé-homogenizatumok-
ban pH 5,1 —5,9, kelvirdg homogenizatumokban pH 5,1 —5,7 kdzétt volt maximalis
peroxidaz-aktivitas (1,6, 7). Az aktivitas pH-optimuma a puffer mindsegével val-
tozhat, a puffer koncentréacidjara kevéshé erzékeny (8, 9).

Mivel a novényi élelmiszer-nyersanyagokban el6fordulé peroxidazok megle-
hetGsen eltéréek, az ismertetett aktivitasmérd modszert nem célszeri mas termékek-
re alkalmazni anélkil, hogy meghataroztuk volna a legnagyobb reakci6sebességet
add hidrogénperoxid-koncentraciot, a reakcidsebesseg —reakcididé osszefligges,
valamint az enzimkoncentracid—reakcidsebesség 0sszefliggés lineéris szakaszait,
tovabba az aktivitas pH-optimumat.
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METO/, OMNPEAENEHWNSA MEPOKCUAA3HON AKTUBHOCTU
KYKYPY3bl

A. Temelwsapy, MapkaHbH3- A. Aapdawim, Bamowwxa-J1. Bugsso

ABTOpbI /19 ONpefeneHns akTUBHOCTW PacBOPVUMOIA MepoKcMAasbl KyKypys3bl
13 UTepaTypbl 0fanTUPOBaIN POTOMETPUYECKMIA KUHETUYECKWIA METOL,. Y CTaHOBUN
KOHLIEHTpaLmIo cy6eTpara Croco6CTBYHOLEN AOCTVXKEHMIO MAaKCMAIbHON CKOpOCTY
peakumu, a TakkKe NMHWAPHYHO 4YacTb 3aBMCUMMOCTW MEXAY SKCTUHKUMEA W Bpe-
MEHEM peaKLWK YTO MOKa3biBaeT CTeneHb ()epMEHTHON aKTUBHOCTY.

Viccneposanin TakxKe BAUAHWE KOHLEHTpauuu gepMeHTa 1 pH Ha aKTMBHOCTb
thepmeHTa. Ha OCHOBaHWM pe3ynbTaToB AN NPOBEAEHWS W3MEPEHUI CunTasv nog-
XOOALLMM HUKecneytollee ycnosus peakuum: 7,35 MM H2 2 0,083% O-theHnnen-
avammnH; 0,05-0,15% cepHeTHbIN 3KCTpakT; pH - 5,0; 25°C Npogo/mKUTeNbHOCTb
peakuun 0-12 MuH. [ns NpruocTaHOBNEHUs peakuun NPUMEeHsN pacTBop MeTa-
OUCYNbUT HaTPUA. DKCTUHKUMIO PEaKLMOHHONM YXMAKOCTA U3MEPSIM MO OTHOLLE-
HUIO 3H3MMATWMYECKOTO EKCTPaKTa He COAepXallero cnemyro npoby. depMeHTHYHO
AKTVUBHOCTb OMpeJeNisin PacyeToM PErpeccun M3 NINHMAapHOTO yvacTka 3aBuCK-
MOCTE SKCTUHKLWM W BPEMEHW peakuun Mo OTHOWEHMIO | T. cyxoro BeLUECTBa
kykypysw (YOENIbHAA aKTUBHOCTb). PepMEHTbl CUMTa/IM aKTWBHbIM ECMIM  OHM
Cnoco6CTBOBA/IN MOBBILLEHNIO SKCTUHKLMA 10-3MUH.

MeTog, XopoLwo penpoayKUHpYewmbli, pacces +5%. MeTog nogxogalwmii ans
onpeaeneHns BeMNYNHbI YAeNbHOW NepoKCUAa3HON akTUBHOCTW Pa3HOBMAHBIX Nose-
BbIX 1 CYLLEHHBIX 06Pa3L0B «y kypyss PA3HOMO YPOXKas.

METHODE ZUR BESTIMMUNG DER PEROXIDASEAKTIVITAT VOM MAIS
J. Temesvari, A. Parkany Gyarfas und L. Vamos-Vigyazé

Eine in der Literator beschriebene spektrophotometrische kinetische Methode
wurde zur Bestimmung der léslichen Peroxidase-Aktivitdt vom Mais adaptiert.
Die die héchste Reaktionsgeschwindigkeit sichernde Substratkonzentration, ferner
jener lineare Abschnitt des Zusammenhanges zwischen Extinktion und Reaktions-
periode wurden festgestellt, deren Steile als Mass der Enzymaktivitat dient. Die
Wirkung der Enzymkonzentration und des pH-Wertes auf die Enzymaktivitat
wurde auch untersucht. Auf Grund der Untersuchungen die folgenden Reaktions-
umsténden erwiesen sich als geelgnet zur Durchfiihrung der Messun%

7,35 mM H2D2 0,083% o-Phenylendiamin, 0,05—0,15% Enzymextrakt,
pH 5,0 25°C, 0—12 Minuten Reaktionsperiode.
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Eine Ldsung von Natriummetabisulfit diente dabei zur Abstellung der Reak-
tion. Die Extinktion der Reaktionsgemische wurde gegen eine keinen Enzymex-
trakt enthaltende Blindprobe gemessen. Die Enzymaktivitadt wurde vom linearen
Abschnitt des Zusammenhanges zwischen Extinktion und Reaktionsperiode
mittels Regressionsberechnung ermittelt und auf 1 g Mais-Trockensubstanz be-
zogen (spezifische Aktivitat). Jene Enzymaktivitat wurde als Einheit betrachtet,
durch welche eine Extinktionserhéhung von 10-3 /Minute hervorgerufen wurde.
Die Methode ist gut reproduzierbar, die Streuung beziiglich des Durchschnitts-
wertes ist weniger als +5%. Die Methode erwies sich als geeignet zur Unterscheid-
ung der Werte der spezifischen Peroxidaseaktivitat von Maismustern verschiedener
gortendund Jahrgéngen, sowohl in ungetrocknetem wie auch in getrocknetem

ustand.

METHOD FOR THE DETEMINATION OF THE PEROXIDASE
ACTIVITY OF MAIZE

J. Temesvari, A. Parkany-Gyarfas and L. Vamos-Vigyazo

A spectrophotometric kinetic method described in literature was adapted to
the determination of the soluble peroxidase activity of maize. The substrate con-
centration yielding the highest reaction rate furthermore the linear section of the
relationship between the extinction value and the reaction period were established,
the slope of which section serves as a measure of enzyme activity. Also the effect
of enzyme concentration and pH value on enzyme activity was investigated. On
the basis of these investigations the following reaction conditions were found
suitable for carrying out the measurement:

7,35 mM H22 0,083% o-phenylene diamine, 0,05-0,15% enzyme extr
pH 5,0, 25°C, 0—12 minutes of reaction period.

A solution of sodium metabisulphite was used for stopping the reaction. The
extinction of the reaction mixtures was measured against blanks containing no
enzyme extracts. Enzyme activity was determined by regression calculation from
the linear section of the relationship extinction —eaction period, and referred
to one gram of dry substance of maize (specific activity). The enzyme was con-
sidered to have unit activity when it was able to induce an extinction increase
of 10-3minute. The method can be reproduced well, the scattering referred to the
mean value is below +5%. The method proved suitable for distinguishing the
values of the specific peroxidase activity of undried and dried maize samples of
various species and of various years.



