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Prispevok k stanoveniu pyrokatechin-oxydazovej aktivity

P. KOVACS

Katedra bioch(mie a mikrobioldgie Farmaceutickej fakulty Univerzity Komenského,
Bratislava

Stanovenie aktivity fenoldzového komplexu patri medzi metédy ¢Easto
pouZivané v rastlinnej biochémii [1 — 3]. Celkove ich delime na dve skupiny:
na priame a nepriame [4, 5]. Jednou z najrozsirenejSich nepriamych metéd
na stanovenie pyrokatechin-oxydazovej aktivity je chronometrickd metéda
C. R. Dawsona a spolupracovnikov [6]. Je zalozena na sledovani ubudania
roznych presne definovanych mnozstiev kyseliny L-askorbovej z inkubétu,
ktory sa sklada z enzymového prepardtu, z tlmivého systému, z pyrokate-
chinu ako substratu a z kyseliny L-askorbovej, ktorej oxydacia sa pocas
stanovenia sleduje. Cas, za ktory sa pritomné kyselina r-askorbové premeni
vznikajicimi chinénmi na kyselinu dehydroaskorbovi, sleduja uvedeni
autori kontinuitnym prikvapkavanim inkubaénej zmesi do okysleného roztoku
jodidu draselného, §krobového mazu a pyrogalolu. V okamihu objavenia
chinoidnych latok, produktov enzymovej oxydéacie pyrokatechinu, vznika
z jodidov jéd, ¢o sa prejavi tvorbou modrého oblaéika v indikaénom roztoku.
Registraciou ¢asu, za ktory sa uvedené modré sfarbenie objavi, stidasne sa
zisti aj ¢as spotreby pritomného mnozstva kyseliny rL-askorbovej. Presnost
stanovenia tohto ¢asu uddvaji autori [7] napriklad 60,4 1 0 35 sekind pri
n = 4. Z nameranych ¢asovych tidajov sa potom vypoéita enzymova aktivi-
ta [6].

Pri aplikdcii uvedenej metédy na sledovany materidl —rézne sfarbené homo-
genaty listia vfby, ako aj pripravené enzymové preparity zo zemiakov — sa
ukdzalo, Ze je obtainé objektivne zachytit objavenie modrého sfarbenia
v indika¢nom roztoku pozorovanim volnym okom, priéom za pouzitia sfarbe-
nych enzymovych prepardatov je to eSte tazSie a nepresnejsie.

Pokusili sme sa preto objektivne zachytit Gas, potrebny na zoxydovanie
pridaného mnozZstva kyseliny 1-askorbovej za pouzitia potenciometrickej
indikacie pomocou lesklej platinovej elektrédy a nasytenej kalomelovej elektré-
dy typu 4 (Laboratorni potteby, n.p.) (obr. 1).

Experimentalna ¢ast

Stanoventie enzymovej aktivity

Enzymové prepardty — homogendty vibového listia v citrdétovom-fosfatovom tlmivom
roztoku 0,02 M o pH 5,1 a preparat pripraveny zo zemiakov podla [8].
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-2 Obr. 1. Schematické zndzornenie zapojenia

I pri potenciometrickom stanoveni pyrokate-
chin-oxydézovej aktivity.

@ A —vzduch, I —indika¢nd nédoba, M — elek-

G tromagnetickd mieSatka, G — registraény

zrkadlovy galvanometer, B a C — odpor,

resp. kondenzdtory s hodnotami: R =

= 25kQ, C; =12 pF, C, = 300 yF.

Pyrokatechin — resublimovany a 6 krat prekrystalizovany. Pripravoval sa vidy
gerstvy vo forme 2 9, roztoku.

Kyselina L-askorbovd — roztok sa pripravil vidy éerstvy podla [6].

Objem v trojhrdlej banke sm2 do kon8’antného objemu 85 ml doplitovali destilova-
nou vodou. D> reakénsj banky, v ktorej bolo vSstko okrem enzymového prepardtu,
zaviedli sms kapildrnu trubicu a obsah banky sms za stdlsho prebubldvania vzduchom
nachali 30 sskund prikvapkdvat do indikaénzj nddoby rychlostou dve kvapky za sekundu.
V indikaénej nddoba bolo 40 ml dsstilovanzj vody, ktoréd sa premieSavala elektromagne-
tickym mieSadielkom. Po tomto éase sme zacali registrédciu pomocou zapojeného re-
gistraéného zrkadlového galvanometra LG — 1—5 firmy GRW VEB z NDR, nado sme
pridali aj enzymovy preparat.

Velmi vyhodnym sa ukézalo darivaén3 zapojenie — prva derivécia priebehu zmien
potencidlu [9]. Dostali sm> tak na registra¢nom fotografickom papieri trvalé zdznamy,
z ktorych ukdzku vidiet na obr. 2.

Obr. 2. Zaznamy registra¢ného gal-
vanometra.
a) usecka, uddvajica rychlost pohybu
bubna s fotografickym papierom —
60 sekund; b) zdznam pri meranf
aktivity sledovaného enzymu — maxi-
mum uddva ¢as, za ktory sa zoxydo-
vala kyselina L-askorbové.

Ak pozndms rychlost pohybu registradného bubna, mdzems vypoditat dobu objavenia
maxima a tym i objavenia chinoidnych ldtok v inkubdte. Dosiahli sme tak hodnoty
so smerodajnou odchylkou 38,4 40,16 szktnd pri n» = 5. Dalsie hodnotenie a vypodet
aktivity st uz totozné s pévodne uvedenym spésoborﬁ [6].

Opisand dprava pévodnej metédy dovoluje rychlu sériovi analyzu i velkého
poétu sfarbenych vzoriek so siéasnou moznostou ziskania trvalych zdznamov
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nameranych hodnét. Ako sa ukazalo pri predbeznych pokusoch, bude sa dat
vyhodne vyuZit pri blizSom Stddiu reakénej kinetiky sledovanych reakeii.

Pouzivanim kyseliny L-askorbovej ako inertnej redoxnej latky pri stanoveni
aktivity fenoldzového komplexu sa zaoberame na inom mieste [10], kde
poukazujeme na komplexnost iéinku tejto kyseliny na aktivitu fenolazového
komplexuy.

Na technickej spoluprdci sa zuéastnila V. Hudecovd.

Sahrn

Opisuje sa uprava chronometrickej metédy na stanovenie pyrokatechin-
oxyddzovej aktivity. Cas potrebny na zoxydovanie kyseliny L-askorbovej
v priebehu enzymovej reakcie v inkubate sa meria pomocou lesklej platinovej
a nasytenej kalomelovej elektrédy, ktoré vznik chinoidnych produktov registru-
jui potencidlovym skokom. Zodpovedajtee vychylky zapojeného registraéného
zrkadlového galvanometra sa zaznamenavaji na fotografickom papieri.
Ziskavaju sa tak trvalé a objektivne hodnotitelné zaznamy.

ONPEIEJEHNE NNPOKATEXMH-OKCUTA3HON AKTIIBHOCTH
II. KoBau

Kadempa 6moxumuu 1 muxpobuosoruu MapManeBTHUeCKOro GaKyabTeTa
Yuysepcuteta uMenu HomeHckoro,
Bparucnasa

OnucniBaeTesi M3MEHeHHBIH MeTOJ XPOHOMETDMYECKOI'O OIpejiesIeHdss NHPOKATeXHH-
OKCHJA3HOM aKTMBHOCTH. Bpemsa, HeoOxommMoe Ha OKHUCJeHME L-aCKOPOMHOBOI KUCJIOTH
MpU IPOTCKAHUM SH3WMHOIl peaKUMH B MHKYOATOpe, M3MepsIeTCsl ¢ IIOMOINLIO 3ITMEKTPOHA
U3 IUIATHHBL M HACHIMEHROTO KAJIOMEJBLHOIO 3JICKTPOJA, KOTODLIC IIOsIBIICHHE XMHOMIHBIX
NPOAYKTOB PErMCTPUPYIOT NOTEHUHMANLHALIM CKAayKoM. COOTBETCTBYIOIIME OTKJIOHGHUS IION-
KJIOUEHHOTO DEerucTPUpYIONero 3epKajbHOTO rajbBaROMETpA 3aNMHCHLIBAIOTCH Ha (oTOrpa-
¢uueckyro 6ymary. Taxum ob6pasoM moayuawTCA MOCTOSIHALIE M IOAAOMMecs: 00 heKTHBHOM
OIleHKe 3aTUCH.

BEITRAG ZUR BESTIMMUNG
DER BRENZCATECHIN-OXYDASEAKTIVITAT
P. Kovics
Lehrstuhl fiir Biochemie und Mikrobiologie der Pharmazeutischen Fakultét

an, der Komensky-Universitét, Bratislava

Der Autor beschreibt eine Anordnung d>r chronomstrischen, Methodik fiir die Bestim-
mung der Brenzcatechin-Oxydaseaktivitédt. Die fiir die Oxydation der L-Ascorbinsdure
im Verlauf der Enzymreaktion im Inkubat erforderliche Zeit wird unter Zuhilfenahme
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einer Platin- und einer gesdttigten Kalomelelektrode gemessen, die die Entstehung von
chinoiden Produkten durch einen Potentialsprung registrieren. Die entsprechenden
Ausschldge des angeschalteten Registrationsspiegelgalvanometers werden auf photo-
graphischem Papier registriert. Auf diese Weise erhdlt man dauernde und objektiv
bewertbare Registrierungen.
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