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1. SAMENVATTING VAN DE HUIDIGE INZICHTEN OMTRENT FUNCTIE EN WERKINGSMECHANISME 

1.1. Eigenschappen van de enzymen; reactiemechanisme 

Onder Peroxydasen vallen enzymen van een heel verschillende oorsprong, 
met een aspecifieke werking ten aanzien van de aard van de waterstofdonor. 
Peroxydasen (donor: H„0„-oxydoreductase, EC 1.11.1.7) katalyseren de water­
stofoverdracht van een groot aantal organische verbindingen, van eenvoudige 
fenolen, aromatische aminen, hydrochinonen, benzidine-derivaten enz. op water-
stofperoxyde. Onder bovenstaande definitie vallen niet de in planten voorko­
mende lipoperoxydasen, cytochroomperoxydasen. Natuurlijke waterstofdonors zijn 
bijvoorbeeld koffiezuur, chlorogeenzuur, ferulazuur en scopoletine. Nietna-
tuurlijke bijvoorbeeld guaiacol, p-fenyleendiamine, benzidine, o-tolidine, 
o-dianisidine en ascorbaat. 

benzidine 

De reactie kan worden samengevat als: 

AH2 + H 2 0 2 Peroxydase^ A + 2 ^ 

De reactie kan ook verlopen met methyl-, ethyl- of acetylperoxyde in plaats van 
waterstofperoxyde. De activiteitsmeting wordt meestal uitgevoerd met guaiacol 
als substraat. Met benzidineachtige substraten zijn nauwkeuriger metingen te 
doen, maar deze stoffen zijn vanwege carcinogene eigenschappen in onbruik ge­
raakt (Putter, 1970; Saunders, 1964). 

Peroxydasen behoren, met het enzym katalase (waters tofperoxyde: waterstof-
peroxyde oxidoreductase, EC 1.11.1.6), tot de hydroperoxydasen. Beide zijn 
heemeiwitten met protohemine IX als prosthetische groep en driewaardig ijzer 
in de kern. Katalase heeft een molecuulgewicht van ca. 250.000 en bestaat uit 
vier eenheden met een molecuulgewicht van ca. 60.000-65.000 (Saunders, 1964; 
Sund, 1967). Voor komkommerkatalase is M = 225.000 met eenheden van 54.500 
(Lamb et al., 1978). Voor katalase uit bladeren van Lens culinaris (linzen) 
wordt ook een molecuulgewicht gevonden van 225.000 bij eenheden van 54.000 
(Schiefer et al., 1976). Peroxydase bestaat uit slechts één keten met een mole­
cuulgewicht van ca. 40.000. Het reactiemechanisme van beide enzymen kan worden 
samengevat als volgt: 

AH, 
RO-OH + 2 

2An 

A 
-> ROH + H„0 + 

2 2An+l 

Katalase gebruikt H.0 (R=H) als meest effectief oxydatiemiddel, of alkylhydro-
peroxyden met een korte ketenlengte, waarbij de reactiesnelheid afneemt in de 
volgorde H >> CH > C H . De beste elektronendonor is een tweede molecuul 
H„0„ (A=0„). De Ratalasereactie wordt dan dus: 

2 H 2 0 2
 k a t a l a S e

> 2 H20 + 0 2 

Als waters tofdonor kunnen ook andere verbindingen dan waterstofperoxyde funge­
ren, bijvoorbeeld ascorbaat, pyrogallol, methanol, natriumnitriet en mierezuur. 
Er wordt dan geen zuurstof ontwikkeld en de reactie verloopt als bij Peroxydase. 
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De peroxydasereactie verloopt in verschillende stappen: 

k. 

E + H»0„ ^ complex I (groen) 

complex I + AH„ * complex II + AH' (rose) 

k, 
complex II + AH' 4- N E + A 

De valentie van het ijzeratoom in het enzym verandert tijdens de reactie vol­
gens het schema: 

+ H O + e" + e" 
ferri-enzym : ) complex I > complex II ) ferri-enzym 

(+ 3) (+ 5) (+ 4) (+ 3) 

Het ferro-enzym (+ 2) en het oxy-enzym (+ 6) komen in de reactie niet voor. 
Complex I wordt_in één stap tot het ferri-enzym gereduceerd als de waterstof­
donor HJ of HSCL is. De tussenprodukten uit de tweede stap van het peroxydase-
mechanisme zijn radicalen. Bij overmaat waterstofperoxyde ontstaat het oxy-
enzym, dat uiteenvalt in het ferri-enzym en waarbij waterstof wordt vrijge­
maakt : 

complex III (rood) \ E + H 
(+ 6) 

De peroxydase-activiteit wordt onder deze omstandigheden geremd (Yamazaki & 
Yokota, 1973). 

De katalasereactieis ook in stappen te scheiden: 

kl E + H-O ^ complex I 

k! 
complex I + H O s E + 2 H O + 0 

Bij overmaat peroxyde ontstaat het rode inactieve complex II, of het inactieve 
complex III (Mahler & Cordes, 1969; Paul, 1963). 

complex I T—r complex II 
k8 

Peroxydasen kunnen een katalase-achtig gedrag vertonen, katalase kan een peroxy-
dase-achtige reactie teweegbrengen. Uit runderleverkatalase is door een loog­
behandeling peroxydase-activiteit te ontwikkelen, die verdwijnt bij neutrali­
seren, waarna de katalase-activiteit weer terugkomt (Marklund, 1973). 

Katalase is labiel in waterig milieu; de stabiliteit kan worden vergroot 
door toevoeging van kleine hoeveelheden van een organisch oplosmiddel, zoals 
ethanol of chloroform. Bij invriezen en ontdooien gaat de activiteit verloren. 
Er ontstaan molecuulaggregaten. In 5 M guanidine-HCl, in 8 M ureum of in zuur 
milieu (pH ca. 3) dissocieert katalase in dimeren (twee eenheden), die inactief 
zijn (Sund, 1967). Het pH-optimum voor de activiteit ligt bij 6,8-7,0 voor run­
derleverkatalase. 

Plantaardig katalase is moeilijk als zuivere verbinding te isoleren. Kata­
lase manifesteert zich meestal als êén enkel iso-enzym bij iso-elektroforese en 
iso-elektrofocusing (Scandalios, 1969; Schiefer et al., 1976; Anonymus, 1975). 

Peroxydase is goed oplosbaar in waterig milieu en een van de meest sta­
biele enzymen die bekend zijn. Dat maakt bepaling ervan aantrekkelijk; er hoe­
ven weinig voorzorgen te worden genomen in verband met denaturatie en een pre­
paraat kan in de diepvries worden bewaard. Peroxydase is alom in de natuur aan 



te tonen; de activiteit in planten kan gecorreleerd worden met bijvoorbeeld 
bladveroudering en diverse stress-invloeden zoals zoutschade, ijzergebrek en 
infectie. 

Peroxydasen worden aangetroffen in alle plantedelen (Hall et al., 1969). 
Het aantal iso-enzymen en de activiteit nemen toe bij veroudering (Shiao-Lim 
Chen et al., 1970; Dunleary & Ramaraje Urs, 1978; Lazar & Farkas, 1970), na 
infectie van planten met virussen (Bates & Chant, 1970) of schimmels (Staples 
& Stahmann, 1964) en na het "harden" door het geven van een koudeperiode (McCown 
et al., 1969). De iso-enzymen die erbij komen zijn steeds dezelfde als bij ver­
oudering. De toenemende peroxydase-activiteit zou een indicator kunnen zijn van 
het ontwikkelingsstadium van de plant (Parish, 1968). 

In de levensmiddelentechnologie wordt de peroxydase-activiteit gebruikt 
als indicator voor de kwaliteit van de conservering van groenten. Peroxydase 
is een van de meest hittebestendige enzymen; als er geen activiteit meer kan 
worden aangetoond mag worden aangenomen dat de conserveringsmethode afdoende 
is (Burnette, 1977). 

1.2. Biochemische functie van peroxydase en katalase 

1.2.1. Y22£kome^_yan_£e^oxy^ase_e^_k^talase 

De functie van Peroxydasen en katalase in de plant (en in andere levens­
vormen) is niet duidelijk. Er zijn een aantal theorieën over, die echter vaag 
blijven en geenszins bewezen zijn. Het is mijns inziens de vraag of de in 
vitro waargenomen reacties van peroxydase en katalase wel in vivo optreden. 
In de bestaande theorieën is het belangrijkste aangrijpingspunt het organisme 
waarin de enzymen worden aangetroffen en de plaats in de cel waar ze voorkomen. 

Peroxydasen komen voor in dieren en hogere planten, gisten, schimmels en 
bacteriën. Ze worden aangetroffen overal in de cel, aan de membranen en in het 
celvocht in de microsomen en in de mitochondriën. Het eerst geïsoleerd en het 
meest onderzocht is het mierikswortelperoxydase (horse-radish-peroxydase, HRP) 
(Saunders, 1964). 

Katalase komt voor in bijna alle dierlijke cellen en organen, in de mito­
chondriën en op de peroxisomen, en in opgeloste vorm in erythrocyten. Het is 
ook in planten aanwezig, maar in lagere activiteit. 
Het enzym is in grote hoeveelheden aanwezig in aërobe cellen die een cyto-
clirooinsy s teem bov.il ten ; hot is ;ianwc'7, i j>, in «n 1 1c» aerobe tn i e ro-orp,.in i «men en af­
wezig in obligaat anaërobe micro-organismen. Vooral in de peroxisomen komt 
katalase voor, te zamen met waters tofperoxyde-producerende enzymen (Anonymus, 
1975). 

1.2.2. Waters tofgeroxYde-ontwikkeling_in_de glant 

Zowel peroxydase als katalase katalyseren een reactie waarin watcrslof-
peroxyde is betrokken. Als we iets over de in vivo-werking van de enzymen te 
weten willen komen is het dus zinvol om na te gaan, bij welke processen water-
stofperoxyde wordt ontwikkeld. 

Het belangrijkste proces waarbij waters tofperoxyde vrij zou komen, is de 
fotorespiratie. Dit is een ademhalingsmechanisme, dat in het licht optreedt en 
wezenlijk anders is dan de donkerademhaling. Fotorespiratie komt voor bij plan­
ten die groeien in een gematigd klimaat en een C^-type fotosynthese vertonen. 
Bij dit proces wordt glycolaat onder invloed van glycolaatoxydase tot glyoxy-
laat geoxydeerd onder waterstofperoxyde-ontwikkeling. 

CH.OH glycolaat- CHO 

I 2 , I 
COOH ~ ? COOH 

oxydase 
glycolzuur s JJ glyoxylzuur 

http://bov.il
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iien uiifr" " oa'ep j.n de p ia in n't?:, ' r : ^ i .L.nstuj 'ne^ 'oxvJ- am oorden ont -
WlKk3 : ' . .i.1 - • ', imha.iiog ' a t oa i i-md .;•-: l'My>- a,> s Ooi > • '..'iifi^xv1 : s e " 
remmer ey , . ocas " : a e d i oo va op ioo t^o p a i vwa- ;>v .1 r e t noma 
a.ardapp<?..-.knc."i • ---i, ooaen, wo r t e lwee f se 1 (Rich ei a v . , -9,'ó:: aitomos.. i 9 7 / ) . 
Het i i rr-r-r j , :.: p j i v of d i t prove;] ook onder n o m a 1 ^ -ova ondi ghedeii a'.;; a e d t . 
Als d i t 20 .-.s. " :; vr .ar p iaaia .v (pp de avirocaoTiapia 1'; v. „ooande Peroxydase 
en k a c a i a s e aanwezig am he r van t e z e t t e n . 

Een de rde p r o c e s , waa rb i j war. a r s tof peroxyde zou o n t s t a a n , i s de omzet­
t i n g \'3ii r a d i c a l e n onder i nv l oed •••••ra a a r enzym :3aaeroxvae--'ii rrauta.se.. 
Di t enzym komt mo r ±11 de g ehe l e o i a n t . op mi tooaoudr :-.öi J en oh lo rop i a s t e n , 
vaak va combi : .tie niet ae roxydaoen en k a t a i a s e (hh.annono ; 10 < s & r i e s , 1977) . 
Onde"" i i ' s i o t . . . :^v,a om:: taaaivpie P i -.;•• 1:..: oer aormaa -.. 'or""tcar aida ' ' rJv t p ; -
z uu r i :oi een ie,.ar. van ro.aP" os ;•; : , ; .aev 'p. v i a a a i 1 , vo o , o) 01 aange--
s l agen zuursfafmo ; .ecu .aai ".crimen. orpi;raan„ iiozo i o r b a r t i ngea .::' pi z ee r r e a c ­
t i e f ie oa ar. opa. ; ai va .. . , 1 hor. v p«po"" i . ^ ' P I ; ' . . . I ' ; u t iv o v a a P -ad ; v i a ! . 
'OH, ea he.: s a i m l e i o i u r i r p p :à., a îa _ .. . ae i i. . i '; . i , 
De vo lgende r e a c n e a kunnen o p t r e d e n ' 

0 2 a 2 H+ y 2 e~ _ _ ^ H 20 2 

of, in twee aé • •.(> • ek t r o n o v a r d r a c h t s tannen . 

Oo r e '• o •> viCi 

gevolgd door 

HOo + e" + H+ * i l ,0„ 
z ' 2 2 

HO» is zuur en dissocieert onder vo im ag van P.' , Die kan gebeuren bij fysio­
logische pH-waarden en het superoxyde anion is aangetoond ia. geïsoleerde chlo-
roplasten bij belichting 
Het. Oó kan reducerend werken, oxydarand., of mer: zichzelf reageren, 

0;~ + 0:~ + 2H+ > H,p0o + '0„ 

De hierbij ontwikkelde zuurstof is in dpi singula, ttoestand en dia :" s veel reac­
tiever aan de grondtoestand (tripler, J0 ) .. net oxydeerr snel onverzadigde vet­
zuren. 
Met H 2 0 2 geeft het 0'~ + H O )GH~ + "OH + 0 . 

Het hydroxylradi.ca.al is een zeer sterk oxydatiemiddei, dat met vele organische 
molecular, kan reageren.. ,, 
In de ce.' is ae ; enzym oaperooryde-ui smu vare aar.wez .. > iac üp omzet in"0„ en. 
H„0„c ô:i iv apin «ami aoor ia aerobe <rr pip ..1 mea., m a r pp anaoroae- in spinazre-
blad is net aangetoond ia de anlorapiao aio. (da1 • iwe.1 i... \974). 

1.2.3. Sanctie YâïLEÊa05X!_§së êïï-̂ fl'-Ü̂ êËS 

Aan Peroxydasen zijn uiteenlopende werkingen toegedacht, gezien de grote 
verscheidenheid aan organische subs traten die aan de reactie kunnen deelnemen. 
Een van de meest onderzochte verorniersra ..aa fancrieo .ia de ie;, rokkenheid bij 
de ligninavorming aan celwanden (Halliwell5 ;978). Geen enkele van de veronder­
stelde in vivo-functies wordt echter gesraafd met bewijs. 

Omdat zowel Peroxydase als katai.ase ra wijd varbreid voorkomen in de na­
tuur en ai 1 vefnig specifieke, walking schijnen te hebben wordt wel gedacht, 
dat de b'o a pi ; p; os te fa.acila va iipi ai r;eme appelai venaal ait het katalyseren 
van oxydatiai, waarbij aan elektron vori: oaargaaraa ; 1 jNicholi.s & Schonbaum« 
1963). Een wat gespecifieeerdere functie zou kunnen zijn dat ze waterstof-
peroxyde, dat een tijdlang schadelijk werd geacht voor da cel, opruimen. 

In recente literatuur van Halliwell en Friacvieh wordt waterstofperoxyde 
helemaal niet meer zo toxisch voor de cel gevonden, omdat het immers in planten 

http://rrauta.se
http://hydroxylradi.ca.al
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en dieren als normale metaboliet wordt beschouwd. Bovendien treden er, ondanks 
een hoge katalase-activiteit toch nog andere reacties met waterstofperoxyde op, 
bijvoorbeeld vorming van mierezuur uit glyoxylaat (Halliwell, 1974). 
Genoemde auteurs beschouwen nu radicalen en singulet-zuurstof als schadelijk 
voor de cel. Een beschermingsmechanisme hiertegen is aanwezig in de vorm van 
het enzym superoxyde-dismutase, dat bij zijn werking waterstofperoxyde levert. 
Hiermee zou dan het aanwezige katalase reageren. In deze theorie heeft kata-
lase dus indirect een beschermende werking, door verwijdering van een reactie-
produkt uit ongewenste verbindingen, waardoor die reactie aflopend wordt. 
Bovendien wordt daarmee ook de ontwikkeling van het zeer actieve radicaal 'OH 
voorkomen. 
Halliwell oppert verder, dat de rol van katalase en peroxydase in de dierlijke 
cel niet ligt in het volledig verwijderen van het aanwezige waterstofperoxyde, 
maar meer in het reguleren van de hoeveelheid. Daarmee wordt dan ook de hoe­
veelheid aanwezige radicalen geregeld, die een rol zouden kunnen spelen bij 
een afweermechanisme tegen bacteriën in een systeem met myeloperoxydase en 
halogeenionen of rhodanide-ionen (CNS ). 

Myeloperoxydasen (aanwezig in witte bloedlichaampjes) kunnen aminozuren 
halogeneren onder invloed van waterstofperoxyde en halogenide-ionen. De infec­
tie wordt hierbij met radicalen bestreden (Halliwell, 1974). In de plantecel 
zou iets dergelijks voor kunnen komen (Morrison & Schonbaum, 1976; Ramaraje Urs 
& Hill, 1978; Woolhouse, 1978). 

Een andere mogelijke functie van Peroxydasen of katalase zou kunnen zijn 
de afbraak van schadelijke stoffen, die in de enzymreactie dan als waterstof­
donor optreden. In dieren wordt bijvoorbeeld op de peroxisomen methanol en 
ethanol afgebroken (Halliwell, 1974). 

De genoemde waterstofperoxyde-genererende processen worden in de litera­
tuur altijd in verband gebracht met katalase. Peroxydase wordt alleen beschre­
ven in verband met het organische substraat, zoals bijvoorbeeld in de lignine-
vorming. 

Samenvattend wordt in de recente literatuur als functie van katalase, en 
in mindere mate van peroxydase, gezien een beschermende werking op het goed 
functioneren van de cel, door ge- of verbruik van het, bij de omzetting van 
schadelijke radicalen door superoxyde-dismutase, ontwikkelde waterstofperoxyde. 

In het algemeen zijn de beschreven toegedachte functies aan katalase en 
peroxydase zeer onbevredigend en wekken de indruk van een verklaring achteraf 
zonder deugdelijke argumenten. De stijgende peroxydase-activiteit in veroude­
rend blad wordt uitgelegd als een positief proces ter bescherming van de blad­
functie. Meestal is het zo, dat een plant leeft bij de gratie van reductie 
van organische stof in plaats van oxydatie. Er is behoefte aan een zinniger 
verklaring der verschijnselen dan er tot op heden wordt gegeven. Een aangrij­
pingspunt ligt in het verloop van de activiteiten tijdens bladveroudering in 
onderlinge samenhang. 

De peroxydase-activiteit in verouderend primair boneblad gaat stijgen 
vanaf het tijdstip dat het blad volgroeid is en de belangrijkste grootheden 
in het blad, zoals de fotosynthesesnelheid, het chlorofylgehalte en het 
organische stikstofgehalte gaan dalen. De katalase-activiteit in verouderend 
boneblad verloopt parallel aan deze grootheden en is maximaal in het juist 
volgroeide blad (Patra et al., 1978). Uit eigen onderzoek blijkt, dat de 
peroxydase-activiteit begint te stijgen op het moment dat de katalase-activi­
teit sterk daalt. Qua molecuulstructuur lijken katalase en peroxydase op 
hemoglobine (tetrameer) en myoglobine (monomeer). 

Over het verloop van waterstofperoxyde-ontwikkeling in verouderend blad 
is wat betreft de superoxyde-dismutasetheorie niets bekend. De fotorespiratie 
in boneblad vertoont een soortgelijk verloop als de katalase-activiteit 
(Mulchi et al., 1971; Peet et al., 1977; Salin & Homann, 1971). 

Een persoonlijke opvatting over peroxydase is, dat het beschouwd kan wor­
den als degradatieprodukt van katalase. De vraagstelling over de fysiologische 
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rol van Peroxydase, waarop na tientallen jaren onderzoek geen opheldering is 
verkregen, wordt daarmee overbodig. Peroxydase-"synthese" is dan niets anders 
dan degradatie van katalase, een belangrijk enzym bij ademhalingsprocessen, 
zij het dat de in vivo functie evenmin als die van Peroxydase erg duidelijk is. 
De toename in activiteit en aantal iso-enzymen bij veroudering, infectie en 
andere stress-situaties weerspiegelt in deze zienswijze niet een beschermings­
mechanisme, maar een afbraak van het voor het goed functioneren van een blad 
noodzakelijke katalase. 

Bij verhitting van een runderleverkatalaseoplossing ontstaat peroxydase-
activiteit (eigen waarneming). Na hittebehandeling ter conservering van levens­
middelen, die gecontroleerd wordt door rest-activiteitenbepaling van Peroxy­
dase, kan na verloop van tijd de peroxydase-activiteit weer toenemen (Adams, 
1978). Dit zou ook verklaard kunnen worden uit degradatie (van katalase) via 
dimeren zonder activiteit, in monomeren. Voor een goede interpretatie van ge­
gevens over peroxydase lijkt het dus noodzakelijk de katalase-activiteit in 
de beschouwingen te betrekken. Het onderzoek naar het in vitro gedrag van 
Peroxydasen blijft natuurlijk van groot belang voor inzicht bij bijvoorbeeld 
voedselconservering. 

De functie van katalase in vivo is ook niet duidelijk. Dit zou wel eens 
kunnen komen doordat de in vitro waargenomen reactie een andere is dan de in 
vivo. De functie van een waterstofperoxyde-ontwikkeling wordt in de literatuur 
niet anders verklaard dan in een cirkelredenering over bescherming tegen on­
gewenste produkten. Het zou wel eens zo kunnen zijn, dat de waterstofperoxyde-
produktie pas begint als het levende systeem wordt verstoord, en dat de in 
vivo-functie van katalase gezocht moet worden in een primair zuurstofbindende 
en -regulerende werking, zoals bij hemoglobine, in plaats van in een enzyma­
tische. 



11 -

2. DE BEPALING VAN DE PEROXYDASE-ACTIVITEIT IN PLANTEXTRACTEN 

2.1. Inleiding 

De activiteit van Peroxydase wordt meestal bepaald met guaiacol (ook wel 
genaamd o-methoxyfenol, methylcatechol of o-hydroxyanisol) als waterstofdonor. 
Er ontstaat een tetrameer, het octadehydrotetraguaiacol (Maehly, 1959). 

OCH, 

H2°2 

CH30 

Peroxydase 

CH30 

OCH, 

OCH, 

De verandering in extinctie in een standaardmengsel per tijdseenheid is een 
maat voor de peroxydase-activiteit. In het spectrum van het reactiemengsel 
komen pieken voor bij 420 nm en 470 à 480 nm. In de praktijk wordt ook wel 
bij 436 nm gemeten, omdat eenvoudige colorimeters deze golflengte beschikbaar 
hebben. 

Grafiek 1. Extinctiespectrum van een standaardmeetoplossing met mierikswortel-
peroxydase (HRP). 

345 375 405 435 465 495 525 555 585 

De volgende racties treden op: 

[E + H202 X_> complex I x 4 

complex I + guaiacolH» 

4 complex II + 4 guaiacol.H" ~ A^ 

complex II' + guaiacol.H' 

4 E + tetraguaiacol 

x 4 

De absorptiemaxima van complex I liggen bij 658 en 407 nm en van complex II 
bij 561, 530 en 417 nm. Bij overmaat waterstofperoxyde wordt de reactie ge­
remd door vorming van complex III (absorptiemaxima 416, 546 en 584 nm). Bij 
heel lage waterstofperoxyde-concentratie is de eerste reactiestap snelheids-
bepalend, bij te hoge wordt de reactie geremd. Er is een optimum peroxyde-con-
centratie ten opzichte van elke substraatconcentratie, in dit geval guaiacol 
(Catedral & Daly, 1976). 
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De k. is ca. 10 l.mol .sec. . De k, varieert van 17 (voor salpeterigzuur) 
7 - 1 - 1 

tot 8 x 10 (voor p-hydroxydifenyl) l.mol .sec 
Voor guaiacol is k^ = 3 x 10 l.mol .sec 
De k7 is 40 tot 100 keer zo hoog als k^. De k2 is verwaarloosbaar klein. De 
kj/k^verhouding voor een bepaalde waterstofdonor, die varieert van 30 tot 130, 
wordt wel gebruikt om iso-enzymen van Peroxydasen te karakteriseren (Kamel & 
Ghazy, 1973). Omdat k^ veel kleiner is dan kj is in de totaalreactie de derde 
reactiestap snelheidsbepalend. Bij een optimale waterstofperoxydeconcentratie 
is de reactiesnelheid alleen afhankelijk van de enzymhoeveelheid en de guaiacol-
concentratie, volgens de Michaelis-Menten theorie voor een ëénsubstraatreactie. 
Die zegt, dat de reactiesnelheid afhangt van de substraatconcentratie volgens 
een hyperbool, waarbij de reactiesnelheid een maximumwaarde bereikt als het 
enzym verzadigd is. Door de reciproke reactiesnelheid en de reciproke substraat­
concentratie tegen elkaar uit te zetten (volgens Lineweaver-Burk) ontstaat een 
rechte lijn, waaruit de maximale reactiesnelheid en de Michaelisconstante Km te 
berekenen zijn. 

De peroxydase-activiteit werd gemeten volgens het volgende voorschrift: 

Reactiemengsel: 1,7 ml fosfaatbuffer volgens Sörensen, bereid volgens tabel 
pH 5,9 _j 

1,0 ml 0,1 mol.1 guaiacol in water 
0,1 ml bladextract in buffer 
0,2 ml 1% H„0„-oplossing in water (= 0,3 mol.1 ) 

De concentratie van de guaiacol in het reactiemedium is 33 mol.1 , van de 
waterstofperoxyde 20 mol.1-', bij het begin van de reactie. De extinctiever­
andering bij 420 nm werd gemeten in een cuvet van 1 cm bij 25 °C tegen een 
blanco, die bestond uit hetzelfde mengsel, waarin waterstofperoxyde was ver­
vangen door water. Dit blancomengsel is stabiel gedurende minstens een uur. 
Het extinctieverloop werd automatisch geregistreerd met behulp van een recorder. 
Er ontstaat een curve, die nagenoeg recht is tijdens de eerste halve minuut 
van de reactie. Het meetbereik loopt van 0,10 < AE,„ per minuut < 7. 

Tabel 1. Primair-secundair fosfaat-buffers volgens Sörensen 
Secundair 11,876 g Na2HP0^.2H20 tot 1 liter 
Primair 9,073 g KH2P04 tot 1 liter 
t = 18 

secundair 

0,25 ml 
0,50 ml 
1,00 ml 
2,00 ml 
3,00 ml 
4,00 ml 
5,00 ml 
6,00 ml 
7,00 ml 
8,00 ml 
9,00 ml 
9,50 ml 

primair 

9,75 ml 
9,50 ml 
9,00 ml 
8,00 ml 
7,00 ml 
6,00 ml 
5,00 ml 
4,00 ml 
3,00 ml 
2,00 ml 
1,00 ml 
0,50 ml 

pH 

5,283 
5,589 
5,906 
6,239 
6,463 
6,643 
6,813 
6.979 
7, 168 
7,381 
7,731 
8,043 

De extinctieverandering wordt bepaald als de raaklijn aan het beginstuk van 
de curve en uitgerekend per minuut. _. 

Een bladextract werd bereid door 10 g vers blad met 50 ml 0,1 mol.1 
fosfaatbuffer pH 7,6 enkele minuten in een mixer te mengen en de suspensie 
gedurende een half uur af te centrifugeren bij 15.000 rpm (= 20.000 g). Het 
extract moet koel worden bewaard (of in de diepvries) of zo snel mogelijk ge­
meten worden. 
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De fosfaatbuffer wordt bereid uit 13,6 g KH„PO, in bijna 1 1 water, met 
gec. NaOH-oplossing de pH op 7,6 brengen en aanvullen tot 1 1. Bij sterk ge­
kleurde extracten, zoals van rozebloembladeren, wordt in het extractiemedium 
10% onoplosbare PVP (polyvinyl-pyrrolidon), Polyclar AT, toegevoegd. 

De hier toegepaste bepalingsmethode van de peroxydase-activiteit in plant-
extracten wijkt af van het voorschrift uit de klinische chemie (dat niet voor 
plantaardige monsters is ontwikkeld,(Putter, 1970). In beide gevallen blijkt 
de gemeten activiteit afhankelijk van de substraatconcentratie (guaiacol). 
Om de invloed van diverse factoren, die een rol spelen bij het meetresultaat, 
na te gaan, werden met een bonebladextract activiteiten gemeten onder uiteen­
lopende omstandigheden. Het extract was volgens voorschrift bereid en daarna 
in porties verdeeld in de diepvries bewaard (gedurende een week). Uit de me­
tingen bij verschillende pH, guaiacolconcentratie, waterstofperoxyde-concen-
tratie en golflengte kan de grootte van de correctie van elk meetresultaat 
worden afgeleid. Enkele bepalingen werden uitgevoerd met mierikswortel-peroxy-
dase (HRP) van BDH. De peroxydase-activiteit werd steeds gemeten volgens het 
bovengenoemde voorschrift, tenzij anders vermeld. 

2.2. Optimale peroxydeconcentratie bij twee guaiacolconcentraties 

Reactiemengsel : 

1 ml fosfaatbuffer pH 5,9 
1 ml 0,1 mol.1"1 guaiacol in water of 0,01 mol.1 guaiacol in water of in buffer 
0,1 ml extract, onverdund of 1:1 verdund met buffer pH 5,9 
x ml 1% H 2 0 2 of 0,1% H„02 (= 0,3 mol.1"1 of 0,03 mol.1"1) 
0,9-x ml water 

Resultaten: zie grafiek 2. 

Grafiek 2 H20„-optima bij verschillende guaiacolconcentraties. Buffer pH 5,9. 

o = 0,1 mol.1 guaiacol; 1% H2O2; extract 1:1 verdund 
x = 0,02 mol.1"1 guaiacol; 0,1% H^O-; extract 1:1 verdund 
A = 0,01 mol.1"1 guaiacol; 0,1% H2O2; onverdund extract. 
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Conclusie: 

Er is een optimale peroxydeconcentratie afhankelijk van de guaiacol­
concentratie. Bij een guaiacolconcentratie van 33 mmol.1 in het reactie­
medium is de optimale peroxydeconcentratie 20 mmol.1"1, bij 3,3 mmol.1 
guaiacol is de optimale peroxydeconcentratie ca. 2 mmol.1"1. 
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De bufferconcentratie is niet zo belangrijk voor het meetresultaat. Bij het 
niet verdunde extract is de extinctieverandering per minuut tweemaal zo hoog 
als bij het verdunde extract. Er zijn dus in het plantextract geen sterk 
remmende factoren aanwezig. Hierdoor is het mogelijk om de enzymactiviteit te 
bepalen in een plantextract onder omstandigheden van het voorschrift. Het ge­
schikte meetgebied kan nu namelijk bereikt worden door verdunning van het 
extract bij een constantblijvende guaiacolconcentratie. 

2.3. Extinctieverandering per minuut bij diverse golflengtes 

Voor de berekening van de peroxydase-activiteit op basis van stofomzetting 
is het noodzakelijk de extinctiecoëfficiënt van het omgezette substraat of het 
gevormde produkt bij de gebruikte meetgolflengte, in dit geval 420 nm, te ken­
nen. Uit de literatuur zijn extinctiecoëfficiënten bekend voor tetraguaiacol 
bij 436 en 470 nm. Uit een spectrum is de verhouding tussen de extincties, en 
dus tussen de extinctiecoëfficiënten bij verschillende golflengtes te berekenen. 

De uitgevoerde reactie verloopt zo vlug, dat het nauwkeuriger is om het 
spectrum te berekenen uit de gemeten extinctieverandering per minuut, dan om 
een reactiemengsel door te meten. 

Reactiemengsel : 

1 ml fosfaatbuffer pH 5,9, 1 ml 0,1 mol.1 guaiacol in water, 0,1 ml extract 
1:1 verdund, 0,2 ml 1% H O , (=0,3 mol.1- 1), 0,7 ml water. 

2 2 

Resultaten: 

AE^2o/min = E420 n a e e n m i - n u u t = 4,74 stel 1,00 
AE^g/min = Ê -jg na een minuut = 4,71 stel 0,99 
AE^yg/min = E^^Q na een minuut = 4,41 stel 0,93 
AE48o/min = E^ 8 0 na een minuut = 4,05 stel 0,85 

De waarde die in de literatuur opgegeven wordt voor 470 nm is hoger dan voor 
436 nm terwijl uit het spectrum het tegendeel wordt verwacht. Dit kan een ge­
volg zijn van bepaling bij een iets andere pH. 

2.4. De optimale waterstofperoxydeconcentratie bij verschillende pH's 

Reactiemengsel : 

1 ml fosfaatbuffer pH 7,0 
1 ml 0,1 mol.1-' guaiacol of 0,01 mol.1 guaiacol 
0,1 ml extract onverdund of 1:1 verdund met buffer pH 7,0 
0,9-x ml water 
x ml 1% of 0,1% H 2 0 2 (0,3 mol.1"1 of 0,03 mol.1-1) 

Resultaten zie: grafiek 3. 

Grafiek 3. H202~optima bij verschillende guaiacolconcentraties. Buffer pH 7,0. 

o = 0,1 mol.1-1 guaiacol; 1% ^2°?' extract 1:1 verdund, 
x = 0,01 mol.1 guaiacol; 0,1% H2O2; onverdund extract. 
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Conclusie (zie grafiek 2): 

De optimale waterstofperoxyde-ccmcentratie is niet pH-afhankelijk. 
De activiteit bij pH 7,0 is ongeveer de helft van die bij pH 5,9. 

2.5. De invloed van de pH op de peroxydase-activiteit 

Reactiemengsel : 

1,7 ml fosfaatbuffer pH x 
1,0 ml 0,01 mol.1 guaiacol in water 
0,2 ml 0,2% H20„-oplossing (= 0,06 mol.1"1) 
0,1 ml onverdund extract 

•1 

Resultaten: zie grafiek 4. 

Grafiek 4. pH-afhankelijkheid van de peroxydase-activiteit. 
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Conclusie: 

Het verloop van de activiteit is te zien in de grafiek. 
Bij pH 5 ligt ongeveer het optimum. 
Bij pH 7, een pH waarbij vaak gemeten wordt in de literatuur, is de activiteit 
ongeveer de helft van de maximale. Het optimumgebied is vrij breed. Dit hangt 
samen met het aantal iso-enzymen, die elk weer een eigen optimum zullen verto­
nen. In het gebruikte bonebladextract is het aantal iso-enzymen ongeveer vier, 
waarvan één erg overheersend. 

2.6. De invloed van de guaiacolconcentratie op de activiteit 

Reactiemengsel : 

Fosfaatbuffer pH 5,9, guaiacol in buffer pH 5,9 
H2O2 in optimale concentratie, 0,1 ml extract 1:1 verdund met buffer pH 5,9, 
totaalvolume 3,0 ml. 

Resultaten: zie grafiek 5. 



Grafiek 5. Afhankelijkheid van de guaiacoi concentratie „ 
Buffer pH 5 ,9 ; optimale H7C>2"COT'.centratie voer l edsr meetpunt. 
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Conclusie: 

Uit de metingen blijkt, dat na optimalisering van pH en waterstofperoxyde-
concentratie de gemeten reactiesnelheid in een bepaald monster nog afhanke­
lijk is van de guaiacolconcentratie. Dat geldt ook voor de meetomstandigheden 
in het voorschrift uit de klinische chemie (Putter, 2970). Dat is in afwijking 
van de eisen die aan een standaardbepalingsmethode mogen worden gesteld. Er 
moet namelijk eigenlijk gemeten worden in het gebied van substraatverzadiging, 
waar de reactiesnelheid onafhankelijk is van de guaiacolconcentratie. In de 
praktijk is het niet mogelijk om onder die omstandigheden te werken, o.a. om­
dat de oplosbaarheid van guaiacoi beperkt is. Zie verder onder 2.7. 

2.7. Discussie 

De peroxydase-activiteit als functie van de guaiacolconcentratie kan wor­
den uitgezet als 1/v tegen 1/ [_ S J, of de reciproke-waarde van de omgezette 
hoeveelheid substraat per liter per minuut in de meetoplossing tegen de reci­
proke-waarde van de guaiacolconcentratie. Deze manier van uitzetten levert een 
rechte lijn, waaruit volgt dat de Michaelis-Menten theorie voor een éénsub-
straatreactie van toepassing is voor da peroxycLise--.actie, '-'-Is de waterstof-
peroxydaseconcentratie optimaal is. Zie grafiek b. 



17 

Grafiek 6. Lineweaver-Burk-grafiek van de peroxydase-activiteit in boneblad-
extract. Meting in buffer pH 5,9 bij 25 °C met guaiacol als sub­
straat. De H-09-concentratie was in ieder meetpunt optimaal. 
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Tabel 2. 

Beginconcentratie 
guaiacol in de 
meetoplossing 
gmol.1~' 

0,067 
0,050 
0,033 
0,017 
0,005 
0,0033 
0,0017 

in 
l.mol-1 

14,9 
20,0 
30,3 
59 

200 
303 
588 

Extinctieveran­
dering in het 
standaardreactie­
mengsel 
AE420.min-1 

6,45 
6,03 
5,53 
3,95 
1,66 
1,24 
0,67 

umol omgezet 
substraat, min.1-' 

993 
927 
852 
608 
256 
191 
103 

v-i 
in 
l.min. 
jjmol-! 

ï.oixio -:? 
1,08x10 3 

1,17x10"3 

l,64xl0~3 

3,91xl0"3 

5,24x10 J 

9,71x10 3 

* ) De hoeveelheid omgezette stof wordt berekend uit de specifieke extinctie 
van het gevormde tetrameer, met de Wet van Lambert-Beer: 

Ex - ,c. 1 

waarin: 
E = de gemeten extinctie bij golflengte X 
ĉ  = de molaire extinctie bij golflengte X 
c = de concentratie van het gevormde produkt 
1 = de dikte van het cuvet 
,. . . . , - . -j^. AE Ac.ei.l 
Voor een enzymactiviteitsbepaling geldt — = — r — f l — 

9 -1 1 wordt uitgedrukt in cm; als e m cm/.pmol of 1.mmol 
drukt, dan moet c worden uitgedrukt in umol.ml-'. , 
Bij e in cm^.mmol ' wordt c uitgedrukt in mmol.ml 
De gevormde hoeveelheid tetraguaiacol, Ac, volgt nu uit 

-1 cm wordt uitge-

AE per minuut = Ac. 
'420 

1.1, zodat Ac = 
AE420/min 

G420 
umol.ml .min 
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Vf 
-1 

970) e436 v o o r tetraguaiacol = 25,5 cm .umol (Pütter, 
£470 voor tetraguaiacol = 26,6 cm .umol-1 (Maehly, 1959). 

Uit de metingen van de extinctieveranderingen bij verschillende golflengten 
volgt, dat £420 biJna gelijk is aan £40*:, dus stel £420 = 26 cm^.umol-1. 
Uit de netto reactievergelijking 

4 AH2 + 4 H202 P « « " ^ " * A 4 + 8 H20 

volgt, dat per gevormd tetrameermolecule vier moleculen guaiacol of vier mole­
culen waterstofperoxyde worden omgezet. 
Per minuut verdwijnen er dus: 

4 x AE, /min , 4000 
umol.ml = „> . AE,„-./min. umol guaiacol of 

e420 26 4 2 ° 

waterstofperoxyde per liter meetoplossing. 
De activiteit is alleen afhankelijk van de guaiacolconcentratie. De maximale 
reactiesnelheid is af te leiden uit de grafiek. 

-3 -] 
l/v = 0,78 x 10 1.min.umol 

max _i _i 
V = 1280 umol.1 .min 

max 
AE. „„/min = 8,31 . 420 max 
Voor het enzym kan nu uit de Lineweaver-Burk-grafiek de Michaelis-constante wor­
den uitgerekend. 

IC, = V .tga = 19 mmol.l" . 
>l max ö 

Deze constante geldt ook bij 470 nm. 
In de literatuur worden waarden voor de Michaelis-constanten opgegeven van 
0,6; 1,0; 1,0 en 0,2 mmol.l-' guaiacol voor tarwebladextract 
(Catedral & Daly, 1976). 
3,28; 5,26 en 3,85 mmol.l-' guaiacol voor tabakscallusextract 
(Nessel & Mäder, 1977). 
en 9,1 en 4,5 mmol.l"1 guaiacol, ook voor tabaksweefselextract 
(Schafer et al. , 1971). 

Volgens de theorie van Michaelis- Menten is de reactiesnelheid onafhankelijk 
van de guaiacolconcentratie, als [s] > lOxIĈ , dus als [s] > 190 mmol.l-'. De 
reactie is dan van de nulde orde. 
Als [S ] << Kj4 is de reactie van de eerste orde; de reactiesnelheid is recht 
evenredig met de guaiacolconcentratie. Bij [S ] = Kj^ is v = l-v

max- In àe buurt 
van deze concentratie is de reactie een mengvorm tussen de eerste en nulde orde. 

In ons eigen voorschrift is de [s 1 = 33 mmol.l dus > KM, maar niet 
1 dat V m a x wordt benaderd. 

fH202 1 = 20 IMoL1"1' H2°2 I : tS] = ' : 1,fi 

De maximale reactiesnelheid voor een bepaald monster is te berekenen uit de 
gemeten waarde bij 33 mmol.l- guaiacol, door deze te vermenigvuldigen met 
een factor: 

AE,„„/minuut 8,31 
420 max _ _ . _ 

A. „»/minuut-., .. 5,53 ' 420 33 mmol 

Het voorschrift voor de peroxydasebepaling in de klinische chemie wordt uitge­
voerd bij lagere guaiacolconcentratie (Chance, 1959; Putter, 1970). 
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2,90 ml 0,1 mol.1 fosfaatbuffer pH 7,0 
0,05 ml guaiacol (2,2 mg.ml-1) 
0,04 ml waterstofperoxyde (1 ul H 0 .30% per ml) 

Het reactiemengsel bestaat uit: 

2,90 ml 0,1 mol.1-1 fosfaatbufj 
0,05 ml guaiacol (2,2 mg.ml-1) 
0,04 ml waterstofperoxyde (1 \i. 
0,01 ml enzymoplossing in buffer 

[s ] = 0,3 mmol.l-' in de eindoplossing, H„02
 = °>12 mmol.1 

[H202] : [S]= 1 : 2,5. 

De tijd, die nodig is om van extinctie 0,050 naar 0,100 in de meetoplossing te 
komen bij 436 nm wordt bepaald. 

Een twee-substraatreactie is per definitie van de tweede orde onder om­
standigheden ver beneden substraatverzadiging, dat wil zeggen dat de gemeten 
reactiesnelheid van een bepaald monster afhankelijk is van de waterstofperoxyde-
concentratie en van de guaiacolconcentratie in het geval van de peroxydase-
activiteitsbepaling. Door het waterstofperoxyde in een optimale verhouding ten 
opzichte van het guaiacol te houden is het mogelijk de formules, die gelden 
voor een reactie van de eerste orde, te gebruiken voor de berekening van de 
reactiesnelheid van een bepaald monster onder omstandigheden van guaiacolver-
zadiging, uit de gemeten waarde bij een willekeurige guaiacolconcentratie. 

De theoretisch beste meetmethode voor een enzymactiviteit is onder omstan­
digheden van substraatverzadiging, waarbij de reactie van de nulde orde is, dus 
onafhankelijk van elke substraatconcentratie. Voor wat betreft waterstofperoxyde 
is deze situatie niet te verwezenlijken, aangezien een hogere concentratie de 
reactie remt. Voor de guaiacol is dit ook niet haalbaar, omdat een guaiacol-
oplossing in water verzadigd is bij 0,13 mol.1-'. 

Onder de gebruikte omstandigheden is goed te meten. De guaiacolconcentra­
tie, 33 mmol.1-!, ligt in een gebied waar de reactie een mengsel is van de eer­
ste en de nulde orde. De afhankelijkheid van de guaiacolconcentratie is zo ge­
ring, 0,8 mmol.1-' per minuut guaiacol verdwijnt er uit het gebruikte monster, 
dat aan het begin van de reactie de extinctieverandering per tijdseenheid een 
rechte lijn is. Na 1/2 - 1 minuut begint de curve af te buigen. Dit heeft ver­
schillende oorzaken. De waterstofperoxyde-concentratie daalt ook met dezelfde 
snelheid als de guaiacolconcentratie, ten gevolge van de reactie met peroxydase. 

In een plantextract is meestal ook het enzym katalase aanwezig, dat een 
gedeelte van het waterstofperoxyde kan omzetten. De katalase-activiteit kan 
van invloed zijn op de optimale peroxydeconcentratie per type monster. Bij het 
doorgemeten monster is de invloed nauwelijks merkbaar geweest, aangezien de 
optimale peroxydeconcentraties onafhankelijk bleken van de verdunning van het 
monster. 

Verder kan de afbuiging van de curve nog veroorzaakt worden door ontleding 
van het gevormde tetrameer, ca. 5% gedurende tien minuten. 

In de praktijk wordt de extinctieverandering gemeten als de helling van de 
geproduceerde rechte lijn, of bij een afbuigende curve, als de helling van de 
raaklijn daaraan bij het begin van de reactie, en uitgedrukt als AE,„-. per mi­
nuut. 

De gemeten peroxydase-activiteit is afhankelijk van de pH in het meetmilieu. 
Voor elk type monster zal de optimum pH-waarde ergens anders liggen, afhankelijk 
van het aantal iso-enzymen en de onderlinge verhouding daarvan. 

De pH 5,9 uit het voorschrift werd gekozen, omdat HRP daar het optimum had 
en omdat uit de literatuur bekend is, dat veel plantaardige Peroxydasen hun op­
timum hebben tussen pH 5 en 6. Voor het bonebladextract was het optimum rond 
pH 5, terwijl het extract bij pH 7,6 werd bereid. Deze pH wordt in het algemeen 
gebruikt voor plantaardige eiwitextracties, omdat daarbij het meeste eiwit in 
oplossing gaat. Er zijn optimum pH-waarden voor plantaardige peroxydase gevon­
den van 4 tot 8,5. 

Het praktisch bruikbare meettraject loop van 0,10 < AE,„n/min < 7. Plant-
extracten van boneblad, aardappelblad en tarweblad volgens voorschrift bereid, 
kunnen als zodanig worden gemeten of hoeven tot hoogstens 25 keer te worden 
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verdund om in het meettraject te vallen. Omdat de activiteit afhankelijk is 
van de substraatconcentratie en de pH in het reactiemengsel moeten deze altijd 
vermeld worden en voor vergelijkende proeven moet dus steeds bij dezelfde om­
standigheden worden gemeten. 

Omdat zo weinig bekend is over de functie van de Peroxydasen is grote 
voorzichtigheid geboden bij de interpretatie van de meetgegevens en heeft de 
bepaling slechts vergelijkende waarde. 
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Aanhain 

VOORSCHRIFT "OOR DS BEPALING VAIS' DE PEROXYDASE-?/';TlViTE:! IN PLANTAARDIG 
MATERIAAL 

Principe 

Aat; een evïracf: mef: peroxydase--ac fcivi tel t woruer wakers tof peroxyde en 
guaiacoj. ""iu.i'evoagc:} waarna de ontwikkeling vai; dr-, bruinroze kleur in een 
dubbelsf:;'aa„--sr>ectrofotometer wordt geregistreerd bij 420 nm. 
De peroxyctase-activiteit wordt uitgedrukt als de extinctieverandering per 
minuut per mg opgelost eiwit (bepaald volgens de methode van Lowry), op blad­
basis of anderszins. 

De meetomstandigheden zijn zodanig, dat de enzymactiviteit afhankelijk 
is van de guaiacolconcentratie. Het praktische meetgebied loopt van 
0,10 < AE^2Q/min K 7,0. Als de meetoplossing juiten dit gebied blijkt te val­
len, moet het monster worden verdund (of geconcentreerd). De guaiacolconcen­
tratie mag niet worden veranderd. 

Reactievergelijking 

4 Ho0o + 4 DH- p e r O X y d a s e \ 8 Ho0 + D. 
I l l ' I k 

Extractiemethode 

10 g fijngeknipt blad (of ander monster) wordt met 50 ml, of zoveel minder 
als mogelijk is om toch nog een goede suspensie te krijgen, van een 0,1 mol.1-' 
fosfaatbuffer pH 7,6 ca. drie minuten in een mixer gehomogeniseerd en de sus­
pensie gedurende een half ä één uur afgecentrifugeerd bij Ï5.000 rpm 
(= 20.000 g) onder koeling. Het extract wordt afgeschonken en in de koelkast 
of in de diepvries bewaard. De fosfaatbuffer wordt bereid uit 13„6 g KH2PO4 
met water verdund tot bijna een liter, dan met geconcentreerde NaOH-oplossing 
de pH op de juiste waarde gebracht en aangevuld tot 1 1. Bij sterk gekleurde 
monsters zoals tulpebloembladeren, wordt in het extractiemedium 10% onoplos­
bare polyvinyl-pyrrolidon (PVP) Polyclar AT, toegevoegd. 

Werkwij ze 

In een cuvet van 1 cm worden achtereenvolgens gepipetteerd: 

1,7 ml fosfaatbuffer volgens Sörensen, pH 5>9 (bereid volgens tabel) 
1,0 ml 0,1 mol.1" guaiacol (1,11 ml vloeibare guaiacol in 100 ml water of 

1,24 gram vaste stof) 
0,1 ml bladextrac in buffer (al of niet verdund) 

Het mengsel wordt geschud, daarna wordt 0,2 ml 1% H2Û2-oplossing toege­
voegd, weer geschud en de extinctieverandering wordt onmiddellijk gemeten te­
gen een blanco, die bestaat uit het reactiemengsel waarin de waterstofperoxyde 
is vervangen door wate***' De concentratie van de guaiacol in het. reactiemedium 
is 33 mmol.1-1, van de waterstofperoxyde 20 mmol.1-', bij het begin van de 
reactie. 
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De 1% BLO^^opiossing wordt verdund uit een 35%-oplossing, medici :ia !..-: kwali­
teit. De buffer en de guaiacol zijn ir» een waterbad op 25 •'C gehe .icnt en hei: 
cuvettenhuis wordt ook op die temperatuur gehouden. De reagentia worden toe­
gevoegd met Seripettors, De toename in sxtrn.ct.ie bij 420 ara •.•rorri •' i.ic.uiati sch 
geregistreerd , De Peroxydase- act J.vL f. si" wordt hieruit bepanid -•'•:•>;- i > raakiïjr 
te trekken aan de gevormde curve op de recorder. Meestal 1-- d ••?•'." •'•.>>-->° vai 
zichzelf een nagenoeg rechte lijn. Bij een gebogen Lijn wordt c> a-tki.ijn aan 
het begin van de reactie bepaald. 
De AE^2o^mi'nxiut wordt genoteerd; zie figuur i . 

Figuur 1. Recordercurve van een peroxydase-activ!teitsmet;ng. Papiersnelheid 
5 sec.cm" , extinctiebereik 0-0,1. De extinctie bij 420 om werd 
geregistreerd voor standaardreactieiriengs?'I s 
verse extracten van primair boneblad van 14 
De extinctieverandering per minuut is af te Ie? 
te trekken aan het begin van de curve. 
Voor boneblad van 14 dage-i oud is AE, of,/mj o. - f 
Voor boneblad van 29 dagen oud is AE/^Q/mln 

v a r> I: i e nra a a .'. v e r d un d e 
en 29 dagen oud. 

door- d e r a a k l i j n 

0 , 9 ' 
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1.0 
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Als de activiteit van het monster te hoog is (AE^o/1^11 > ?), moet het extract 
verdund worden met extractiebuffer tot het in het meetgebied valt. 

Voor elk type extract kan de optimale pH worden bepaald door de buffer 
uit het voorschrift te vervangen door een andere uit de Sorensen-reeks. Het 
pH-optimum strekt zich vaak uit over een gebied, afhankelijk van het aantal 
iso-enzymen dat aanwezig is. 

De optimale H^O^-concentratie moet per type monster worden gecheckt, en 
hangt vermoedelijk samen met de katalase-activiteit. De guaiacoloplossing is 
een week houdbaar, mits koel en donker bewaard. De waterstofperoxyde-oplossing 
moet steeds vers worden bereid, ze is slechts enkele uren houdbaar. 

Bij bloembladeren kan PVP worden toegevoegd in het extract en moet de ex­
tinctieverandering worden gemeten bij 480 nm, omdat bij 420 nm een storing op­
treedt. De beste golflengte moet per type monster uit het spectrum worden af­
geleid. 

De peroxydase-activiteit wordt uitgedrukt per mg oplosbaar eiwit in het 
extract, of per gram versgewicht. 
De hoeveelheid oplosbaar eiwit wordt bepaald volgens de methode van Lowry, 
zie blz. 26. 

Berekening van de peroxydase-activiteit op stofomzettingsbasis 

De peroxydase-activiteit kan worden uitgedrukt als extinctieverandering 
per tijdseenheid per mg oplosbaar eiwit in het extract. Dit is in de litera­
tuur voor planteperoxydasen de meest gebruikelijke methode. Bij de berekening 
moet gecorrigeerd worden voor de volumevergroting van het extract door het 
vocht uit het monster. Op deze wijze kan de activiteit ook worden betrokken op 
een blad, of op cm^ bladoppervlak. 

De activiteit kan ook worden uitgedrukt als verdwenen hoeveelheid guaiacol 
of waterstofperoxyde per tijdseenheid. Hiervoor gebruiken we de formule (wet 
van Lambert-Beer): 

EA = ex X C X 1 

waarin: 
Ê  = de gemeten extinctie bij golflengte À , 
e = de molaire extinctie bij golflengte À, in cm .umol ± 

c = de concentratie van het gevormde produkt, in umol.ml 
1 = de weglengte in het cuvet, in cm. 

Voor een enzymactiviteitsbepaling geldt: 

AE Ac.£^.1 
At ~ At 

? -1 e voor D, (zie de reactievergelijking op blz. 1 l) = 26 cm .umol 
Per tetrameer verdwijnen er vier moleculen waterstofperoxyde of guaiacol. De 
hoeveelheid omgezette stof volgt uit de formule: 

p = AE,„„/minuut = 4 Ac x £/9n x 1 x 1 

als de weglengte in het cuvet 1 cm is en de tijdbasis 1 minuut. Per minuut ver­
dwijnen er dus 4 x p umol per ml meetoplossing. 

£420 

Dat is onder de gegeven reactieomstandigheden ca. 0,8 mmol guaiacol per liter 
meetoplossing. 

De omgezette hoeveelheid stof per eenheid van bladoppervlakte bijvoor­
beeld kan hieruit worden berekend als volgt: 
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ml totaal extract ml meetoplossing 4 p 
_ , , „ x — • S x X -X" = 

cm geëxtraheerd blad ml gebruikt extract 26 60 

2 ymol H„0„ of guaiacol per cm bladoppervlakte per seconde. 

Bepaling van oplosbaar eiwit in plantextract volgens Lowry 

Een hoeveelheid extract, die 25-500 yg eiwit bevat, wordt behandeld met 
een gelijk volume 10% trichloorazijnzuur (TCA), eindconcentratie 5%, een nacht 
koel en donker weggezet (niet langer) en daarna afgecentrifugeerd. 
Het neerslag wordt uitgewassen met 1% TCA en weer afgecentrifugeerd. Het residu 
wordt opgelost in 1 ml 0,1 mol.1-' NaOH. 

Reagentia 

Oplossing A 2% Na2C03 in 0,1 mol.1 ] NaOH 
Oplossing B : 0,5% CÛSO4.5H2O in 1% Na- of K-tartraat 
Oplossing C : 50 ml oplossing A mengen met 1 ml oplossing B (dagelijks vers 

maken) 
Oplossing D : Folin-Ciocalteu's fenolreagens (Merck). 

Verdunnen tot 1 mol.1- zuur. De zuurgraad wordt bepaald door 
titratie met 0,1 mol.1 NaOH en is ca. 2 mol.1-'. 

Werkwijze 

Aan 1 ml eiwitoplossing in loog wordt 5 ml oplossing C toegevoegd. Na 
schudden en tien minuten laten staan wordt 0,5 ml oplossing D toegevoegd en 
weer geschud. Na nog dertig minuten staan wordt de blauwe kleur gemeten bij 
500 nm. Als de extinctie te hoog is (> 0,80) moet de eiwitoplossing in loog 
worden verdund (met loog) en de bepaling opnieuw worden uitgevoerd. De uitkom­
sten worden berekend met behulp van een ijklijn gemaakt met runderbloed-
albumine p.a. 

O.H. Lowry, N.J. Rosenbrough, A. Lewis Farr, R.J. Randall: Protein measure­
ment with the Folin-phenol reagent. 
J. Biol. Chem. 193 (1951) 265. 
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Aanhangsel 2 

VOORSCHRIFT VOOR DE BEPALING VAN DE KATALASE-ACTIVITEIT IN PLANTAARDIG 
MATERIAAL 

Principe 

Aan een waterstofperoxyde-oplossing wordt een extract met katalase-activi-
teit toegevoegd. Na een bepaalde tijd wordt de reactie gestopt door toevoeging 
van zwavelzuur. 
De resterende hoeveelheid waterstofperoxyde wordt bepaald door titratie met 
kaliumpermanganaatoplossing. 
De katalase-activiteit wordt uitgedrukt als ymol H„0„ omgezet per minuut per 
mg opgelost eiwit in het extract. 

Reactievergelijking 
katalase 

2 H 2 0 2 2 H20 + 0 2 

Extractie van het plantemateriaal 

10 gram fijngemaakt vers monster wordt met 50 ml gekoelde fosfaatbuffer 
0,1 mol.1 pH 7,6 een minuut in een Braunmixer (stand 3) gehomogeniseerd en 
de suspensie |-1 uur gecentrifugeerd bij 15.000 rpm (= 20.000 g) onder koeling. 
Het extract wordt afgeschonken en de katalasebepaling wordt hierin zo snel mo­
gelijk uitgevoerd. 

De hoeveelheid oplosbaar eiwit in het extract wordt bepaald volgens de 
methode van Lowry (zieblz.26). De katalase-activiteit wordt uitgedrukt per mg 
oplosbaar eiwit. 

Katalase-activiteitsbepaling 

Reagentia 

2 mmo 1.1 
2% HoSO 

-1 KMn04 (316 mg per 1) 
(gee. H2SO4, 2 ml tot 100 ml) 
(3 ml 35% waterstofperoxyde, medicinaal zuiver, 

2<J2.J. eerst tot 300 ml en dag nog tienmaal verdunnen) 
0,1 mol.1-! fosfaatbuffer, pH 7,6 (13,6 g KH2PO4 oplossen in bijna 1 1 water; 

de pH op 7,6 brengen met gec. NaOH en aanvullen tot 

1 1) 

/./o n o O U ; 

ca. 0,0?5% H 2 0 2 

= 10 mmol.Ho0o.l-1 

Blanco-waterstofperoxydebepaling 

Vooraf wordt 10,0 ml waterstofperoxyde-oplossing, waaraan buffer en zwavel­
zuur is toegevoegd, getitreerd met kaliumpermanganaatoplossing om te zien of de 
concentraties binnen de buretgrens vallen en om het verschil met de blanco-mon­
sterwaarde te kunnen bepalen. 
Dit verschil mag niet te groot zijn. Als het groter is dan 1-2 ml, moet het 
monster worden verdund. 

Werkwijze 

De bepaling wordt uitgevoerd bij 25 C (eventueel bij kamertemperatuur). 
Aan 10,0 ml waterstofperoxyde-oplossing + 3,0 ml 0,1 mol.1 fosfaatbuffer 
wordt 0,2 ml plantextract toegevoegd. 
Na anderhalf en tien minuten (de bepaling wordt ingezet in drievoud) wordt de 
reactie gestopt door toevoeging van 10 ml 2% zwavelzuur. Een blanco-monsterbe­
paling wordt ingezet op t=0 door eerst zwavelzuur en vervolgens het plant­
extract toe te voegen. De overgebleven hoeveelheid waterstofperoxyde wordt be­
rekend uit titratie met 2 mmol.1-1 KMnO^, tot een zwakroze kleur in de oplos­
sing blijft. 
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1 ml 2 mmol.1 KMnO, is equivalent met 5 ymol H„0~, volgens de reactie: 

2 MnO^ + 6 H+ + 5 H ^ > 2 Mn++ + 8 H20 + 5 C>2 

De katalase-activiteit van 0,2 ml monster is dus per minuut: 

5 x (aantal ml permanganaat bianco-monster - idem bepaling)/t = A 

De activiteit per mg oplosbaar eiwit is dus: 

5 x A/ hoeveelheid oplosbaar eiwit in mg per ml extract. 


