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A maceraz enzim létezésére fitopatoldgusok hivtak fel a figyelmet [2, 4]. Fel-
tételezésuk szerint afitopatogén mikroorganizmusok tamadasanak elsé lepése, hogy
maceraz enzimiik segitségével megbontjak andvényi szovetek ép fellletét és szabad-
da teszik az utat toxinjaik szdmara. A kot6anyag pektin jellegét bizonyitja, hogy
Thorne [5] a sargarépagyokér parenchima szdvetét Rhizopus stolonifer sporaval
csak pektinbont6 enzimbe aztatas utan tudta fertzni.

Az enzim a névényi szOveteket (1. dbra) egyedi sejtekre (2. abra), 0,25 men-
nél kisebb sejtagglomeratumokra apritja oly mddon, hogy hatasa soran a sejt-
falakat érintetlentl hagyja.

Az ép sejtfalak a sejtek fontos értékes tapanyagait, vitaminjait meg6rzik és
lehet6vé teszik a feldolgozasi veszteségek jelent6s csokkentését.

A novényi szovetek fellazitasaért, egyedi sejtekre térténd bontasaért felelés
maceraz enzim gyakorlati jelentésége a zoldséglevek, zoldségkrémek, bébiételek
eléallitasanal van. Az 1-6 honapos csecsemOk szamdra készitendé bébiételek
diszperzitasfoka 150 /rm-nél nem lehet nagyobb. Karadzsov [1] mérései sze-
rint a f6tt zoldségeket feldolgozé kolloid malmos feldolgozasnal ez az apritottsag

7. bra. Ep burgonyaszovet mikroszk6pos felvétele (100x nagyitas)
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2. dbra. Endo—PG enzimmel lebontott burgonyaszdvet mikroszképos felvétele (IOOx nagyitas

fok nem érhet6 el egyszeri Orléssel. Ezeknél a termékeknél célszerd lenne a nyers
z0ldség enzimatikus apritasa és az ezt kovetd egyszeri hékezelés. igy lehet6vé val-
na a feldolgozott termékek el6f6zéskdvekeztében fellépd tdpanyag-veszteségének és
vitaminjai h&inaktivalédasanak cstkkentése, a bébiételek tapértékének egyidejli
novelésevel.

A maceraz enzim aktivitasanak meghatarozasara, jelen munka soran, olyan
egyszer(i eszkdzt szerkesztettiink, amely lehetévé teszi, hogy a ndévényi szévet szub-
sztratum allandéan azonos sulyterhelésnek legyen kitéve.1l

1 ANYAGOK ES MODSZEREK
Szubsztratum

Szubsztratumként az egységes szdvetallomanyu, (parenchyma sejtekbdl allo)
burgonyaszévetet hasznalunk. Minden esetben azonos (Rézsa) burgonya fajtaval
dolgoztunk.

A burgonyagumodkbdl mikrotom segitségével 1 mm vastagsagu szeleteket keé-
szitettlink, amelyekbdl dugéfuré segitségével vagtuk ki a szubsztratumként hasz-
nalt 10 mm atmérdji szovetkorongokat.

A mérési médszer

A specialis, elmozdulast akadalyozo, allvanyban lev6 cm3es kémcsovek
aljara 3 mm atmérdjd furattal ellatott mianyag hengereket helyeztiink. A hengerek-
re feltettik a burgonyakorong szubsztratumokat, amelyeket az el6z6vel azonos
méretld mlianyaghengerekkel rogzitettiink.

Ezutan minden kémcs6be gyorsan bepipettaztunk 2,5 cm3enzimoldatot, majd
egy 100 g sulya kupakkal ellatott, 2 mm alsé és 6,5 mm fels6 atmér6jl rézrudat
helyeztiink a mdanyaghengerek kozé rdgzitett burgonyaszeletre.

Az inkubalas 40 °C hémérsékletli termosztatban tortént. A reakci6id6 soran az
enzim fellazitja a burgonyaszeleteket és lehet6vé teszi a rézrid athatolasat.

A reakcioid6 végpontjanak azt az id6pontot tekintettiik, amikor a rézrud a
burgonyakorongon athatolva a kémcsé aljaba esett (3. abra).
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A rézrudak végén levé kupakok fémes végz&dése a kémcs6tartora helyezett
fémérintkezdékre esve, egy aramkor zarasaval kapcsolja be az illet6 kémcs6hoz tar-
toz6 lampat az allvany hatlapjan. A fényjelzés lehet6vé teszi az allvany bels6 sorai-
ban elhelyezett, kevéshé jol lathaté mintak reakciéid6-végpontjainak pontos ész-
lelését.

Az 4bréakon feltlintetett eredmények 5-7 parhuzamos mérés atlagértékei.

Vizsgalt enzimkészitmények
Az almaléderité poligalakturonazt (PG-177) egy Asp. foeiidus térzs szub.
mersz fermentacidjaval allitottuk el6 a KEKI Kisérleti Uzemében [6]. A készit,
mény endo-poligalakturonaz (endo-PG) aktivitdsa (SPA~"pektat) 245 1h 1g_1,

endo-PMG aktivitasa (SPA—™0510) 34 1 h_1 g_1 és almaléderit - PG aktivitasa

(SPAyImalé) 137 1h-1 g-1. (Az almaié szubsztratum frissen készilt Jonathan alma-
bél, specifikus viszkozitadsat 1,0-re allitottuk, pH-értéke (allitds nélkidl) 3,8 volt.
A pektin lidz (PL) és pektin metilészterdz (PME) enzimek Pomosin pektin (Pomosin
Werke, GmbH NSZK) szubsztratumon (észterezettségi fok 70%) meghatarozott
aktivitasai 0,65 ill. 11,3 ~mol min-1 értékeknek adddtak.

Az endo-PG enzimkészitmény (PG-—225) Aspergillus axvamori térzs szub-
mersz fermentacidjaval készilt szintén a KEKI Kisérleti Uzemében [10]. Endo-

PG (SPAE£f-pektat): 4000 1 h-1g-lendo-PMG (SPA™®mosin): 8,79 1 h"1 g-1
A készitmény almaléderit6 —PG, PL és PME aktivitassal nem rendelkezett.

A mactr6z - aktivrtasmérés

kezdeti allapot végallapot

3. abra. A K.EKJ-ben maceraz méréshez szerkesztett késziilék vazlatos rajza. A miianyag henge-
rek metszete ill. felilnézete
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4. abra. A PO—225 endo —PG készitmény 5. dbra. A PG—225 endo —PG készitmény
maceraz-aktivitasdnak hémérséklet optimuma maceraz-aktivitdsanak pH optimuma

Enzimaktivitas mérési modszerek

A fenti enzimek aktivitds mérését az el6z6 munkankban leirtak szerint végez-
tok [9].

Matematikai statisztikai modszerek

Kiszamitottuk a mérési eredmények szorasat valamint az egyes paraméterek
hatasara bekovetkezd eredményvaltozasok szignifikancia-szintjét.

A maceraz-aktivitas optimalis kordlményei
Hoémérséklet

A PG-225 endo- PG készitmény maceréld hatasat 20, 30, 40 és 50 °C hémér-
sékleten vizsgaltuk 10 mg cm3-1 enzimkoncentracioju 3,0 pH-értékli Mcllvain
pufferben (4. abra).

Az enzimkészitmény maceraz-aktivitdsa az inkubéciés hémérséklet novelésé-
vel nétt. 50 °C-nél nagyobb hémérséklet alkalmazéasa azonban a szdvet alloméany-
véaltozasanak veszélye miatt nem lehetséges.

Az 50 °C hémérsékleten mért maceraz-aktivitas szignifikansan nagyobb volt
a 40 °C-on inkubdlt mintak eredményénél és erdsen szignifikansan ill. igen erésen
szignifikdnsan nagyobb a 30 ill. 20 °C-on inkubalt mintak aktivitas-értékeinél.
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pH

A pH hatésat az enzimkészitmény maceraz-aktivitasdnak alakuldsara 2,5 —
6.0 pH-tartomanyban vizsgaltuk 0,5 pH-értékenként Mcllvain puffer alkalmazasa-
val. Az inkubéciés hémérséklet 50 °C, az enzimkoncentrécié pedig 5 mg cm3-1
volt (5. abra).

A PG-225 endo-PG enzimkészitmény macerald hatdsa meglehet6sen éles
optimumot mutatott 3,5 pH-értéken. A 3,5-nél kisebb ill. nagyobb pH-értékeken
lenyeges aktivitascsokkenés volt tapasztalhat6. A készitmény maceraz-aktivitasa
3.0 és 4,0 pH-értéken szignifikansan, 2,5 pH-értéken erdsen szignifikansan, mig
4,5—6,0 pH-tartomanyban igen erésen szignifikansan kisebbnek bizonyult a pH-
optimumon mért értéknél.

Az enzimkoncentraci6 hatasa a maceraz-aktivitas alakulasara

A PG—225 enzimkészitmény macerdz aktivitdsdnak alakulasat az enzim-
koncentracié fliggvényében 0,1 -20 mg cm3- 1koncentracio tartomanyban vizsgal-
tuk. Az enzimoldatokat 3,5 pH-érték(i Mcllvain pufferrel készitettiik, az inkubalast
pedig 40 °C hémérsékleten végeztik (6. abra).

Méréseink soran a 0,5 mg cm3-1 enzimkoncentracié bizonyult optimalisnak. Az
enzimkoncentracioé kétszeresre tortént novelése nem eredményezett szignifikansan
kisebb maceral6 hatast, az 5 ill. 10 és 20-szoros enzimkoncentrécié alkalmazasa
azonban szignifikans ill. igen erésen szignifikdns maceraz-aktivitas csokkenést ered-
ményezett. A 20 ill. 40-szeresre tortént enzimkoncentraci6 névelés (10,20 mg cm3-1)
esetén mért maceraz aktivitas értékek azonban alig kildnboztek a tizszeres
5 mg cm3- 1) enzimkoncentracié alkalmazasa esetén meért értékektol.

6. abra. Az enzimkoncentracié hatdsa a PG—225 endo- PG készitmény maceréz-aktivitdsanak
alakulaséara
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Az enzimkészitmény maceraz-aktivitdsanak hémérséklet- és pH-tlirése

A PG—225 enzimkészitmény maceraz-aktivitasanak pH-tlrését Mcllvain
pufferben, 2,5—6,5 pH-tartomanyban kiilénbdzé korilmények kozott vizsgaltuk.
25 °C hémérsékleten 24 h tarolas, 50 °C hémérsekleten pedig 2 h tarolas utan hata-

A pH-tlrés szempontjabdl szintén a 3,5 pH-érték bizonyult optimalisnak mind-
két tarolasi hémérsékleten. Ezen a pH-értéken észleltik a legnagyobb aktivitas
kiuldnbséget, a Icét kilonbdzé hémérsékleten tértént tarolds kozoétt. A 2 h 50 °C
tortént tarolas utan mért aktivitas kb. 30%-kal volt kisebb a 25 °C-on 24 h tarolt
mintak értékénél.

Az &bréan jol megfigyelhet6, hogy az 50 °C h6mérsékleten tartott mintak ese-
tében a 3,5 pH-értéken mért aktivitas csak szignifikansan volt nagyobbd tébbi pH-
értéken tarolt mintdk maceraz-aktivitasanal, a 25 °C-on 24 h-ig 3,5 pH-értéken
tarolt mintak aktivitasa viszont igen erésen szignifikansan nagyobb volt a tébbi
pH-értéken mért eredményeknél.

Almaléderit6'-PG és endo-PG készitmények maceraz aktivitdsanak
dsszehasonlitasa

Munkank soran egy almaléderité - PG készitmény (PG - 177)maceralé hatésat
is dsszehasonlitottuk a PG—225 endo-poligalakturonaz enzim maceral6 hatasaval.
Az dsszehasonlitas azonos enzimkoncentracié tartomanyokban (1, 10 ill. 20 mg
cm3-1) tortént, a PG-225 készitménynél azonban az optimalisnak bizonyult en-
zimkoncentraciot is feltlintettik (8. abra). A PG-225 enzimkészitmény macerald
hatasa 0,5 mg cm3- 1koncentracidban volt a legnagyobb és az aktivitas az enzim-
koncentracié novelésével csokkent. A PG-177 almaléderité készitmény macerald
hatasa az enzimkoncentracié ndvelésével fokozhat6 volt. Mig 1 mg cm3-1 enzim-
koncentracié alkalmazésanal a PG —227 készitmény maceralo hatasa kb. 33%-a a
225 készitmény aktivitasanak, 20 mg cm3- 1, enzimkoncentracié esetén a PG —227
enzim aktivitasa mar megkozelitéen 40%-kal volt nagyobb a PG-225 enzim ak-
tivitasanal.

3. KOVETKEZTETES

A maceraz-aktivitds mérésének miszeres modszere érzékenyebb a gravimetrias
mérési mddszernél [8] és alkalmas aktivitas értékek jellemzésére a reakci6idd recip-
rokanak szamitdsaval. A kilénbdz6 burgonyagumdk szdveteinek maceracioval
szembeni ellenalléképessége azonos fajta felhasznalasa esetén sem tokéletesen azo-
nos. Az alkalmazott szubsztratum rendkivil kis rétegvastagsaga kovetkeztében a
szérasértékek (5-7%) varhatéan n.~yobbak, mint a gravimetrias moédszernél. Az
aktivitds méréseket ezért minél nagyobb sz&mua parhuzamosban tanacsos végezni,
hogy az eredmények biztonsagosan értékelhet6k legyenek.

A miszeres médszer el6nye, hogy a mérésekhez kis mintamennyiség (2,5 cm3)
elegendd. Mivel a mddszer 0,5 mg cm3-1 enzimkoncentracioban a legérzékenyebb, a
mintdk nagyobb mértékben higithatok, mint a gravimetrids mérésnél. A modszer
ezen elénye nagyon hasznosnak bizonyult szamunkra, a fenti enzim izoelektromos
fokuszolasa soran [3], amikor a frakciok csekély mennyiségébdl tébb enzim aktivi-
tasanak alakulsat kellett meghataroznunk.

Az endo—PG készitmény maceraz-aktivitdsanak pH-optimuma (pH: 3,5) el-
tért az almaléderitd aktivitassal rendelkezd készitmények maceréz-aktivitdsanak
pH-optimumatol (pH: 3,0). Az almaléderit6 - PG 40 °C inkubaciés hémérsékleten
mért maceraz-aktivitasi gorbéje 4,0 ill. 4,5 pH-értéknél egy masodik csucsot is

100



9. abra. Almaléderité enzimkomplexummal lebontott burgonyaszévet
mikroszképos felvételei (100x nagyitas)

mutatott [7], amely a hemicellulazok (arabanaz, xilanaz) ill. az endo —PG pH-opti-
mumanak felel meg.

A vizsgalt fenti készitményekkel tértént maceralas utan a burgonyaszévet mik-
roszkdpos képe is lényeges eltérést mutatott. Az endo-PG-o0s bontas ép, egyedi
sejteket eredményezett, mig az almaléderit6 enzimkomplexummal tortént szovet-
kezelés utan a sejtfalak is teljesen szétroncsolodtak. A burgonyaszévet almaléde-
derit6 enzimmel tortént kezelése utdn csak keményit6szemcseék és sejttormelék
figyelhet6 mega mikroszkdpos felvételen (9. abra).
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NHCTPYMEHTAJIbHbIA METO/, A1 U3MEPEHNA AGTUBHOCTW
MALIEPASbI

K. 3eTenaku-XopsaT

ABTOp [/151 M3MEPEHUs1 aKTUBHOCTM Malepasbl paspaboTas NpocToii METOf
KOTOPbIM BO3MOXHO MPU MAEHTUYHBLIX YC/IOBUAX WM OGBLEKTUBHO M3MEpsTb pas-
Len/IsitoLLge AeiCTBYE (hepMeHTa Ha pacTUTe/IbHble TKaHW. MeXay nnacTumMaccoBble
B/IMKN MOCTAB/IEHHbIX B MPOGUPKY 3aKPenuay KapTolesbHble SIOMTUKA CTaH-
[apTHOFO COpTa W TOMWWHBI, Ha KOTOpble AeMCTBYET MeAbHas Masiouka BECOM
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100 I C HMKHUM AMaMeTPOM 2 MM. DPepMeHTHbI PacTBOP HAHECEHHbI MUMETKOA
Ha KapTodhesibHble JIOMTUKW B NePUOAe MHKYbaLMN paspbIXiseT TKaHW KapTodens
NPOPbIBAIOLLNXCA M0 AaBfieHMeM MefbHbIX MasiodeK. Bpemsa BrafieHUs MeasHbIX
nasiouek B MPO6MPKY OnpegensieT KpamHyr touxy Peakuun, (PEePMEHTHYH akTuB-
HOCTb aBTOP OXapaKTepu30Basl PeLUMNPOKHbIM BPEMEHEM peakuuw.

MeTog SIBNSETCA YyBCTBUTENIbHLIM W 3 Cryyae MPUMEHEHUS PaBHOMEPHO
TOMCTbIX KapTodenbHbIX JIOMTUKOB, XOPOLLIO PernpodyLupyemblii. B gaHHoW paboTe
yCcTaHoBW/IM PH akTMBHOCTU Mauepasbl, ontumym TEMMEPATYPbI, & TakXe MNpu
N3MEPEHUAX MPUMEHSEMYIO ONTUMAbHYIO (DEPMEHTHYIO KOHLIEHTpauuio B Ciydae
(hepMeHTHOro KoMMiekca $6/10KOOCBET/ISAOLLE MONMranakTypoBasbl MPONCXOX-
feHuns Acn. hoeTuayc M aBamMopu 3HLONONUTaNaKTYypPOBa3HOr0 MPOUCXOXKAEHWS.

INSTRUMENTALE METHODE ZUR MESSUNG DER MACERASE-
AKTIVITAT

K. Zetelaki-Horvath

Zur Messung der Macerase-Aktivitat wurde eine einfache Methode entwickelt,
die versichert, dass die abbauende Wirkung des Enzyms auf die Pflanzengeweben
auf eine objektive Weise und unter den gleichen Umstanden messbar ist.

Ein in eine Eprouvette eingesetzte, zwischen Kunststoffzylindern fixierte
Kartoffelschnitzel von genormter Varietdt und Dicke wird dem Druck einer
Kupferstange von 100 g Gewicht und 2 mm unterem Durchmesser ausgesetzt.
Die Kartoffelgewebe wird durch die auf dem Kartoffelschnitzel mittels einer
Pipette aufgebrachte Enzymldsung wahrend der Inkubationsperiode aufgelockert
und das Kartoffelschnitzel wird unter dem Druck der auf ihn stiitzenden Kupfer-
stange durchgerissen. Der Endpunkt der Reaktion wird durch den Zeitpunkt des
Hinunterfalls der Kupferstange in die Eprouvette gegeben. Die Enzymaktivitat
wurde mit dem reziproken Wert der Reaktionsdauer gekennzeichnet und als
100 min-1Wert angegeben.

Bei Anwendung von Kartoffelgeweben von gleichmassiger Dicke ist die
Methode empfindlich und gut reproduzierbar. Wahrend dieser Arbeit wurden die
optimalen pH-Werte und Temperaturen der Macerase-Aktivitat, ferner auch die
bei der Messungen anwendbaren optimalen Enzymkonzentration bei Verwendung
eines aus Asp. foetidus hergestellten, apfelsaftklarenden Polygalakturinase Enzim-
komplexes und eines aus Asp. swamori hergestellten endo-PG Enzymprépa-
rates festgestellt.

INSTRUMENTAL METHOD FOR THE MEASUREMENT OF
MACERASE ACTIVITY

K. Zetelaki-Horvath

For the measurement of macerase activity a simple method was developed
which ensures the measurement of the decomposing effect of the enzyme on plant
tissues in an objective way and under identical conditions.

A potato slice of standardized type and thickness, placed in a test tube and
fixed between plastics cylinders is exposed to the pressure of a copper rod of 100 g
weight and 2 mm diameter at its bottom. The potato tissue is loosened on the
action of an enzyme solution placed by a pipette onto the potato slice during
the incubation period, and thus the potato tissue is burst under the pressure of
the copper rod. The moment when the copper rod falls into the test tube serves as
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end point of the reaction. Enzyme activity was characterized by the reciprocal
value of the reaction period and is given in units of 100 min-1.

The method is sensitive and well reproducible provided the applied potato
tissues have a uniform thickness. During the present work the optimum values of
pH and temperature of macerase activity, furthermore the optimum enzyme
concentration to be applied at the measurements were established with the use
of an apple-juice clarifying polygalacturonase enzyme complex of Asp. foetidus
origin and of an endo-PG enzyme preparation of Asp. swamori origin.



