370 CHEMICKE ZVESTI XV, 5 — Bratislava 1961

- STANOVENIE UCINNOSTI PEKTOLYTICKYCH ENZYMOV
NA SYNTETICKOM SUBSTRATE

LADISLAV SORMAN

Katedra chemickej technoldgie uhlohydratov Slovenskej vysokej skoly technickej
v Bratislave

Uvod

Pektolytické enzymy st jednou z pomocnych litok, ktord podstatne ulahduje
précu v tachnoldgii ovoenych Stiav. Toto ulahdenie spoéiva v enzymatickej
degradacii pektinu, ktory vo vylisovanej $tave posobi ako ochranny koloid
zabranujtci vyvloékovaniu kalov. Ak méa byt stava ¢&ira, pridd sa do nej
urd¢ité mnozstvo pektolytickych enzymov, ktoré makromolekuly pektinu
degraduju na nizsie zlozky. Tento dej sa nazyva pektolyza a po jej prebehnuti
je &tava pripravend na Gerenie a na filtraciu.

Z chemického hladiska je to skupina enzymov, ktord katalyzuje zmeny
pektinovych latok. Ide predovsetkym o pektinesterdzu (pektazu, pektin-
metylesterazu) a o polygalakturondzy (bakteridlne a plesnové pektinazy).
Este doneddvna sa medzi pektolytické -enzymy zaradoval aj enzym proto-
pektindza, katalyzujiei premenu nativneho protopektinu na normalny pektin
(koloidne rozpustny). V stdasnej dobe sa existencia tohto enzymu povazuje
za spornu [1]. Vo vSetkych pripadoch transformacie protopektinu na pektin
ide skor o zmes pektinesterdzy a polygalakturondzy. Maceraény uéinok
pektolytickych enzymov na rastlinné pletiva spodiva v striedavom pdsobeni
pektinesterazy a polygalakturonazy na protopektin.

Substratove st pektolytické enzymy velmi Specifické. Atakuji makro-
molekuly pektinovych litok, pritom pektinesterdza zmydeliiuje ich meto-
xylové skupiny [2] a polygalakturondza hydrolyzuje ich glykozidické vazby [3].

Stanovenie déinnosti pektolytickych enzymov je spojené s viacerymi taz-
kostami. Niektoré pouzivané metdédy st pomerne pricne a dasove naroéné
(nefelometrickd metéda, metéda porovnavania poklesu viskozity s ubytkom
pektinu zraziteIného ako pektan vapenaty). Samo stanovenie déinnosti je
zataZené pomerne velkou chybou, ktort z velkej éasti sposobuje variabilita
zloZenia prirodného materidlu (Stavy) pouzivaného pri priprave substratu.
Viskozimetrickd metéda, ktord vypracoval V.Kyzlink [4] a zjednodusili
A.Slavitkovd [5] a F.Strmiska [6], pouZiva jablénd $tavu o refrakeii
ca 11 9%, ziskand riedenim jabléného koncentratu. V tejto praci sme sa po-
kusili nahradit jablénd Stavu v substrite presne definovanym roztokom
pektinu — syntetickou 8tavou — ktora by a) odstranila variabilitu zloZenia
prirodného materidlu a tym zlepsila reprodukovatelnost metédy, b) bola by
vieobecne dostupnejSia nez jablény koncentrit, pretoze by ju bolo moZné
kedykolvek pripravit.
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" Experimentalna &ast

Pri pokusoch sme vychddzali z modelového roztoku, ktory obsahoval tieto zléiky:
sacharézu, kyselinu vinnu, dusi¢nan sodny, katechin, benzoan sodny, pektin a vodu.
Pri volbe jednotlivych zloziek sme sa pokusili do uréitej miery napodobnit zloZenie
prirodnej jablénej Stavy, ktora pre tieto ciele pouziva V. Kyzlink [4]. Volili sme bezné,
Iahko dostupné chemikdlie, ktoré by reprezentovali zdkladné zlozky jablénej Stavy:
cukry, kyseliny, dusikaté latky, triesloviny a minerdlne latky. V' experimentdlnej praci
sme skumali vyznam jednotlivych komponentov Stavy vo vztahu k aktivite pekto-
lytickych enzymov. Pri skimani vplyvu tej-ktorej zlozky zostdvalo zloZenie syntetickej
Stavy konStantné a menila sa len koncentrécia skiimanej zlozky. )

Aktivitu pektolytickych enzymov vyjadrujeme pektolytickou mohutnostou (PM).
PM vyjadruje pocet litrov Stavy obsahujucej 0,29, pektinu o definovanych vlastnostiach,
ktorej viskozitu znizi 1 kg enzymatického prepardtu po 6 hodindch pésobenia za Stan-
dardnych podinienok o 85 9, [4].

Vysledky a diskusia
Zdvislost PM od koncentrdcie pektinu v syntetickej Stave

Na meranie sme pripravili sériu syntetickych §tiav s variabilnym obsahom pektinu, kto-
rého stupen esterifikacie bol 70,5 %,. Vysledky merania st prehladne uvedené na grafe 1.
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Z nameranych hodndt mozno usudit, Ze pektolytickd mohutnost enzymov velmi silne
zdvisi od koncentrécie pektinu v $tave. Preto z hladiska Standardizédcie treba Kyzlinkom
navrhovanti koncentréciu pektmu v prirodnej $tave [4], t.j. 0,2 9% velmi presne do-
drziavat aj pri syntetickej Stave.

Zdwislost PM od stupfia esterifikdcie pouzitého pektinu

Pre pokus sme pripravili 5 typov syntetickych §tiav s réznymi druhmi pektinov.
Pouzili sme tieto druhy:

1. franctizsky pektin ,,éervend paska‘.................. stupen esterifikdcie 35,1 %
2. francizsky pektin ,,fialovd paska® .................. stupei esterifikdcie 36,1 %
3. francizsky pektin ,,zelend pdska‘ .................. stupeni esterifikdcie 57.9 %
4. bulharsky pektin. « . cvsmswiss wissomsmsnosmswssianas stupen esterifikdcie 69,0 %

5. Svajéiarsky pektin ....... ... ... . oLl stupei esterifikécie 70,5 %
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Zévislost PM od stupna esterifikdcie pouzitého pektinu prehladne zobrazuje graf 2.

Ako vidiet, stupen esterifikdcie pouzitého pektinu mé rozhodujuici vplyv na velkost
stanovenej udinnosti pektolytickych enzymov. V zdujme presného stanovenia PM je
preto nevyhnitné pouzivat Kyzlinkom odporudany [4] stupeit esterifikdcie pektinu
okolo 70,0 9%, aj v pripade syntetickej Stavy. V opaénom pripade sa dopustame velkych
chyb vodi normalizovanému hodnoteniu. Napriklad pri pektine s poloviénym stuptiom
esterifikdcie je odchylka az 200 9.

Zavislost PM od koncentrdcie sacharézy v stave

Pripravili sme 6 typov syntetickych Stiav s variabilnym obsahom sachar6zy. Cielom
pokusu bolo zistit, ¢i je sacharéza v syntetickej Stave nevyhnutnd z hladiska presnosti
urdenia aktivity pektolytickych enzymov. Vysledky st uvedené na grafe 3.
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Graf 2. Zdvislost pektolytickej mohutnosti ~ Graf 3. Zdvislost pektolytickej mohutnosti
od stupna esterifikdcie pouzitého pektinu. od koncentrdcie sachardzy v Stave.

Z nameranych hodn6ét moZno usudzovat, Ze obsah sacharézy v syntetickej Stave
podstatne nevplyva na aktivitu pektolytickych enzymov, teda sacharéza nie je v Stave
potrebn4.

Zdvislost PM od koncentrdcie dusiénanu sodného v Stave

Pre pokus sme pripravili 10 typov syntetickych $tiav s variabilnym obsahom NaNO,.
Jeho vplyv na PM udédva graf 4.

Namerané hodnoty poukazujt na to, Ze pritomnost NaNO, v syntetickej Stave znaéne
ovplyviiuje velkost nameranej PM. Najvys§iu aktivitu prejavuji pektolytické enzymy
pri koncentrécii NaNO, asi 0,4 9%. Tuto koncentréciu mozno za metodicky danych pod-
mienok povazovat za optimélnu.

Zavislost PM od koncentrdcie katechinu v Stave

Pripravilo sa 6 typov syntetickych Stiav s réznym obsahom katechfnu, reprezentu-
jaceho triesloviny v prirodnych Stavdch. Vysledky vypoéitané z nameranych hodnét
udéva graf 5.
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Z grafu 5 vidiet, Ze katechin mé znaény brzdiaci vplyv na aktivitu pektolytickych
enzymov. S rasticcu koncentréciou katechinu namerand PM klesd. Koncentrdciu kate-
chinu 0,05 9, vzhladom na obsah trieslovin v prirodnom materidli mozno povazovat
za optima&lnu.

Zdvislost PM od koncentrdcie benzoanu sodného v syntetickej Stave

Prihliadajic na zlozenie syntetickej Stavy, méze dojst k neziadticemu rastu niektorych
mikroorganizmov, ¢o mé za ndsledok znehcdnotenie Stavy. Cielom pokusu bolo zistit,
éi benzoan sodny znatelne ovplyviiuje aktivitu pektolytickych enzymov, éi ho teda
mozno pouzit na konzervovanie syntetickej Stavy. Vysledky merani sii uvedené na grafe 6.
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Graf 4. Zdvislost pektolytickej mohutnosti  Graf 5. Zdvislost pektolytickej mohutnosti
od koncentrécie dusi¢nanu sodného v Stave. od koncentrdcie katechinu v §tave.

Zistené vysledky ukazujd, Ze benzoan sodny v pouzitych koncentricidch znatelne

neovplyviiuje aktivitu pektolytickych enzymov. V mnozstve 0,2 9% moZno ho dobre
pouzit na konzervovanie syntetickej Stavy.
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Grat 6. Zavislost pektolytickej mohutnosti od koncentrécie benzoanu sodného v Stave.
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Konfrontdcia uéinku pektolytickych enzymov na prirodné jabléné stavy
a na syntetické Stavy

Pre pokus sme vzali 4 typy prirodnych jablénych §tiav, ktorych refrakeia sa pohybo-
vala od 9 9% do 12 %, titra¢né acidita, prepoditand na kyselinu jablénu, bola 0,50 a%
0,63 9, obsah trieslovin 0,12—0,19 9. Sﬁavy sme vycerili taninom a Zelatinou, pri-
tomny pektin sme rozrusili nadbytkom tekutého §vajdiarskeho pektolytického pripravku
»Pectinex* pri teplote 40°C. Po sedimentécii a filtrdcii sme $tavy povarili pri 100 °C
za udelom inaktivécie zvySku pektolytickych enzymov. Po ochladeni sme pH upravili
na rovnaka hodnotu 3,8.

Sucdasne sme pripravili 4 typy syntetickych Stiav a ich pH sme takisto upravili na
hodnotu 3,8. Této hodnota sa experimentélne overila ako optimélna. Vysledky st uvedené
v tab. 1 a 2.

Tabulka 1
Zlozenie prirodnych jablénych $tiav a namerand PM
L. Titra¢nd acidita N " .
Ozérézs’eme {;f v 9 kyseliny PO\:fl_Cfd. Obsahvtl (;eslovm PM
y 2 jablénej p Q
jabléna [ 9,0 0,50 3,3 0,18 505
jabléna 11 9,0 0,54 3,3 0,19 520
jabléna I11 12,0 0,63 3,2 0,14 510
jabléna IV 12,0 0,61 3,3 0,12 502
Tabulka 2
Zlozenie syntetickych Stiav a namerand PM
: Benzoan
T Kyselina | NaNO, |Katechin A Pektin
Oznacenie stavy vinnav %| v 9% v o sgd(;ly v 9 PM
(o]

e i
syntetickd I 0.5 0,5 0,05 0,05 0,2 . 422
syntetickd 2 0,3 0,4 0,02 0,1 0,2 605
syntetickd 3 0,3 0,4 0,07 0,1 0,2 440
syntetickd 4 0,3 0,4 0,05 0,1 0,2 505

Z hodnét uvedenych pre prirodzené jabléné Stavy vidiet pomerne malé rozdiely
v nameranych PM pri jednotlivych druhoch jablénych Stiav. To znaéi, ze vSetky Stavy
st vhodné na meranie aktivity pektolytickych enzymov. Zo syntetickych stiav sa im
najviac priblizuje stava oznadend 4. ]

Na zéklade dosiahnutych vysledkov navrhujeme ako ;optimélne toto zloZenie synte-
tickej stavy: '

kyselina vinna ...................... 0,3 %
NaNOs o vvsswsmssmsnsswsmenssmsmanes 0,4 %
katechin ................ ... . o, 0,05 %
benzoan sodny ............ ..o 0,2 %
pektin . ... il 0,2 9%
111015 | R e, T T do 100,00 %,

pH upravené pridanim NaOH na hodnotu . 3,8. - .
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Stahrn \

Stanovenie tdinnosti pektolytickych enzymov je zataZené pomerne vefkou
chybou, ktord spésobuje prirodny material pouzivany pri priprave substratu.
V préci sme experimentéalne Studovali moznost ndhrady jablénej stavy v sub-
strate definovanym syntetickym roztokom. Podavame obraz zloZenia synte-
tického substratu, ktory dava vysledky prakticky zhodné s vysledkami
dosiahnutymi na prirodnom materiali. Tymto sa odstraniuje variabilita zloZenia
prirodného materidlu, o sa prejavuje v zlepSenej reprodukovatelnosti vysled-
kov stanovenia pektolytickej mohutnosti enzymatickych preparatov.

ONPENEJEHUE NENACTBUA NEKTOJUTUYECKUX HSH3UMOB
HA CUHTETUYECHKOM CYBCTPATE

JAVICJIAB TIOPMAH

Kafegpa xumuueckoil TexHosmorun yriaesonos CioBailkoil BLICLIeH TeXHAICCKOMH IIKOIEL
B bpatucnase

BriBogst

Onpepciienne felicTBUs TIEKTOJUTHYECKHX 9H3UMOB COIIPOBOK/IAETCSI CPABHUTEIIHHO
Gonpnoii omubKoil, KoTopylo cmocoOcTByeT NPUPOAHLIH MaTepuall, NPUMEHsEMBII HpH
UpHroToBNeHMM cydcrpata. B paGoTe MBI MceCiIeoBasM BKRCIEGPMMCHTATILHO BO3MOKHOCTH
3aMeHBI f10710UHOTO coka B cyGeTpaTe jle)MHHPOBAHHLIM CMHTeTHUYECKUM pacTBopoMm. Ilpen-
JlaraeM TMII COCTaBa CHHTETHYECKOTO cyOcTpaTa, KOTC Polif aeT pesysbTaTHl IPAKTUYECKH
OJIMHAKOBBIE ¢ Pe3y/bTaTaMM IOJYUeHHBLIMH Ha NPHPOJHOM MaTepuaje. ITUM YCTPaRSCTCS
M3MEeHUMBOCThL COCTaBa MMPUPOJHOIO MATePUAaJia, UTO NMPOSIBISACTCSA B YIYYLICHHOMH PEMpOIyK-
THBHOCTH PE3yJILTATOB OIpejlesIeHUA MeKTOMMTHUCCKOM ¢MOCOOHOCTH SH3MMATHYCCKUX Hpe-
napaTos.

IHoctynnno B pepakumio 24. 6. 1960 r.

BESTIMMUNG DER WIRKSAMKEIT PEKTOLYTISCHER ENZYME
AUF EINEM SYNTHETISCHEN SUBSTRAT

LADISLAV SORMAN

Lehrstuhl fiir chemische Technologie der Kohlenhydrate
an der Slowakischen Technischen Hochschule in Bratislava

Zusammenfassung

Die Bestimmung der Wirksamkeit pektolytischer Enzyme ist durch einen verhéltnis-
miissig grossen Fehler belastet, den das bei der Herstellung des Substrats verwendete
natiirliche Material verursacht. In der vorliegenden Arbeit untersuchten die Autoren
experimentell die Moglichkeit des Ersatzes von Apfelsaft im Substrat durch eine definierte
synthetische Losung. Es wird die Zusammensetzung des synthetischen Substrats ver-
anschaulicht, mittels welchem Ergebnisse erzielt werden, die praktisch mit den auf
natiirlichem Material erreichten Ergebnissen gewertet werden. Auf diese Weise wird.
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die Variabilitét der Zusammensetzung des natiirlichen Materials beseitigt, was in einer
verbesserten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Bestimmung der pektolytischen
Ergiebigkeit enzymatischer Prdparate zum Ausdruck kommdt.

In die Redaktion eingelangt den 24. 6. 1960
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