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A pektolizis vizsgalata
VAS KAROLY

Konserv-. Hias- és Hildipari Kutatd Intézer, Budapest
Bevezetés

A pektinnek, ennek a novényvilagban igen elterjedt poliuronidnak enzimes
bomldsa, a pektolizis fontos szerepet jatszik a természetben. A talajba keriilt
ngvényi részek pektintartalma pektolizis révén tarul fel. A pollenszemesék pektint
bontd enzimjei o'djik fel a bibe pektinben dis falvastagodisait beporzaskor.
A nivényi kérokozok rendszerint ezeknek az enzimeknek a segitségével tdmadjik
meg a nivényt : a pektintartalmi sejtfal, illetéleg sejtkozi réteg oldasival meg-
lazitjak a sejtszerkezetet, Az emberi szervezetbe a taplalékkal belekeriils pektint
— mijutin az emberi szervezet nem termel pektolizist okozé enzimeket — a bél-
fléra mikroorganizmusai hontjak le.

A pektint bonté enzimeket a gyakorlat igen sok helyen alkalmazza. Igy
felhasznaljak példaul gyiiméleslevelek, must, bor el§allitasanal részben a lékiter-
melés fokozdsara, részben pedig deritésre, a levek sziirhetévé tételére. Egyes
helyeken alkalmazzék a len és kender aztatédsanal, galakturomsav, illetéleg ezen
keresztiil C-vitamin el6allitdsanal, kis metoxilszima pektinek készitésénél, az
emésztést eldmozdité preparitumokban (a ndvényi ételek pektintartalmanak
emésztésére) stb.

A pektin bontésat nem egy enzim végzi. Az eddigi irodalom legalabb hérom
fermentumrél beszél. A még csak bizonytalanul ismert, kétes szerepti protopektindz
mellett (mely valészinlileg a névényi szivetekbe tartévazként beépitett proto-
pektint teszi oldhatéva) a jobban ismert pektinmetilésaterdz (PE) a pektin metoxil-
csoportjait hidrolizalja, végiilis pektinsavat és metilalkoholt hagyva vissza reakcié-
termék gyanant; a poligalakturondz (PG) viszont a pektinsav vagy a részben
metilezett pektin glilkozid-kétéseit bontja el egészen a d-galakturonsavig (1. abra)-
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A pektint bonté enzimeck hatisa a pektinn:folekuhira. Lineweaver é Jansen (1)
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Az emlitett enzimek koziil mindegyik jobban miikédik, ha a maésik is jelen
van. A nem-metilezett pektinsav gatolja a PE miikodését, PG jelenlétében viszont
ez a gatlas megsziinik, mert a ldnc hosszdban meghontott pektinsav mar nem
akadélyozza a reakciét. A PG a teljesen metilezett pektinsavat nem timadja
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meg. Hatds csak akkor kévetkezik be, ha vagy enzimmiksdés (PE), vagy egvéb
okok kovetkezményeként részben vagy egészben pektinné vagy pektinsavva
demetilalédik a teljesen metilezett poligalakturonsav.

A PG az allatvildgban igen kevéssé elterjedt enzim (mindéssze néhany csiga-
nal talalhaté meg), annil gyakrabban foxdul elg a nivényvilaghan, kitlénésen a
Tallophyta-ban. Ritkén, illetéleg kis toxménységhen lelhetd fel magasabbrendii
nivényekben. A PE ezzel szemben az utébbiakban is nagyon elterjedt (citrom-
félék, paradicsom, dohany stb.).

A kereskedelmi pektint-bonté enzimkészitményeket altaldban mikroorganiz-
musok, elsésorban penészek tenyészeteib &l allitjak el§.

A PG és a PE kimutatdsa, illet6leg meghatarozésa egymas mellett nem egy-
szeri kérdés. — A PG-nil még arinylag kénnyd a feladat, mert észtermentes
pektinsav-szubsztratummal dolgozva, a PE hatasa kikapcsolhaté, a bomlasi
termékek pedig bizonyitottan nem befolyisoljak a reakeid sebességét. Mégis itt
is nehézséget jelent, hogy a révidebb lancok irant az enzim affinitisa kisebb,
gy hogy a reakcié végiil nagyon meglassul. — A PE-nal azonban igen nagy komp-
likdci6t okoz az a mar emlitett tény, hogy a pektinsav mint reakciétermék zavarja a
demetilélds tovdbbi menetét, amit a szennyezésként rendszerint jelenlevé PG
bizonytalan mértékben kiiszobsl ki a linchosszisig csokkentésével. Itt tehat a PE
igazi aktivitdsanak mérése a PG elfzetes teljes elvalasztasat (pl. adszorpcis)
teszi sziikségessé. Nehézséget jelent tovabbi egyebek kozt az is, hogy kiilonbozé
puffersok kiillonbézéképen befolyasoljak, azonos pH esetén is, az enzimeket.
Tehat egyenkeént vizsgilni ezeket a fermentumokat elég koriilményes dolog. A jelen-
legi gyakorlat szdméra azonban az enzimek egyiittes mitksdésének eredménye,
a pektin lebontasa (pl. a gyiiméleslevek deriilése, a 1ékitermelés fokozédasa sth.)
a fontos, ennek az osszhatdsnak a mérése pedig mar valamivel egyszeriibb, ha
elméletileg kevésbbé definialt is az, amit igy mériink.

Az enzimes pektinbontis vizsgilatira leginkabb elterjedt médszerek a
kivetkezdk :

1. Pektitmeghatérozds. A kalciummal kicsaphats bontatlan pektintartal-
mat az enzimhatas kezdetén és végén megillapitva, kivetkeztetni lehet az enzim
aktivitasara.

2. Ehhez hasonlé, de még kevésbbé kvantitativ a killonbozi elektrolitokkal
kicsaphaté pektintartalom fogyasinak mmérése, illetsleg becslése.

3. Az alkohollal kicsaphaté rész mennyiségének csokkenése szintén alkalmas
a bomlas folyamatidnak nyomonkévetésére.

4. A pektin forgatiképessége a pektolizis folyaméan csékken és igy ez utébbi
vizsgalatara felhasznalhaté.

5. A pektinoldatok dramlési kett8storése nagyon durvan ugyan, de némileg
mégis tajékoztat a bomlas mértékérdl.

6. A pektin kotd- (zselirozé) képessége érzékenyen befolyisolhaté a pek-
tolizissel, dgy hogy az utébbi tanulméinyozasira ez felhasznalhaté.

7. A nbvényi szovetek protopektintartalmanak bomlasira a burgonya-,
sargarépaszeletekre gyakorolt lazité hatds alapjan lehet kévetkeztetni.

8. Olomacetattal hevitve, a pektin narancssarga szint ad, a galakturonsav
téglapirosat, tehat a vords szin intenzitasinak novekedése a pektolizis elfre-
haladésat jelzi.

9. Gyakorlati préba, mely azonban nehezen végezhet§ el egységesen és
reprodukilhatéan, a pektintartalmi levelek saztir§dési sebességében bekovetkezd
valtozdsok meérése.
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10. Ehhez hasonlé természetli, de sokkal szabatosabban megvaldsithaté.
vizsgilatok a viszkozitasvaltozds meghatarozdsan alapulé eljarasok. A gyakorlat
ma éltaldban ezeket alkalmazza gyors iizemi vizsgalatok céljaira. A részlegesen,
vagy egészen lebontott pektinoldatok viszkozitisa egészen az oldészeréig lecsok-
kenhet. A molekulasily és a viszkozitis kozotti 6sszefitggés nem teljesen definialt,
ezért ezt a modszert kinetikai tanulméinyokra sokan nem tekintik alkalmasnak,
a gyakorlat szimara azonban dént§ adatokat szolgaltat, hiszen a levek sziirhet&sége
példaul éppen a viszkozitds csokkenésével fiigg sssze. '

11. Gyakran alkalmazzdk a PG-hatds regisziralasara a redukals aldehid-
csoportok szima névekedésének mérését. Az a-1,4 glitkozidkstés bontasakor fel-
szabadulé aldehidesoportok hipojoditos (Willstitter-Schudel-féle) meghatirozasa
alkalmas a PG-hatas kimutatdsara.

12. A PE vizsgalatara a reakcié kiozben felszabadult metilalkohol desztilla-
cidja és oxidaciés vagy kolorimetrikus médszerekkel valé meghatarozasa, tovabba
a felszabadulé karboxilesoportok folyamatos (esetleg elektrometrikus) titralasa
liggal jol felhasznalhats. Ez utébbi eljards az elébb emlitett hipojoditos médszerrel
egyiitt gyiimélesleveknél nem valik be, mert ezekben egyrészt erés pufferhatassal,
maésrészt sok redukalé anyaggal kell szamolni, ami miatt a kis valtozasok nem
mérhetSk biztonsiggal.

13. Itt kell megemliteni még azt a gyakorlati médszert is, mely a gyiiméles-
levek deriilésének, a kicsapidd anyagok iilepedésének sebességét szabilyos id6- |
kozinkénti fényképezéssel rogziti.

Kisérleti rész

A jelen vizsgilatokkal célunk az volt, hogy 6sszehasonlité képet kapjunk
egyes vizsgalati médszerekrél és kiilonb6z6 enzimpreparatumok hatékonysagardl,
melyeket részben kiilféldr6l szerestiink be, részben pedig penészek tenyésztésével
magunk allitottunk el8.

Kisérleteinket egyrészt tiszta, koriilbeliil 309, észterezettségli svajci
gyartmanyt kereskedelmi porpekiinbgl eldallitott oldatokkal végeztitk, masrésat
nativ allapotd pektinoldatokkal, azaz frissen préselt gyiimsleslevekkel, miutan a
legijabb irodalmi adatok [pédaul Sehubert (12)] szerint igen nagy eltéréseket
okozhat az eredményben az a tény, hogy teljesen metilezettnek mondhaté nativ
pektinnel, vagy pedig a kipreparilas kézben mindig részlegesen demetilalt pektin-

nel allunk-¢ szemben. Az elvégzett nagyszdmi vizsgalatbél itt csak néhany példat
ragadunk ki,

Viszkozitas-mérések
A vizsgalatok a MNOSz szerinti médositott Ostwald-féle viszkoziméterrel

(4. abra) torténtek Hoppler-féle ultratermosztittal beéllitott hémérsékletd
vizfiirdghen.

Az enzim mindségének és timénységének hatdsa pektinoldatok bontdsdra
Porpektint 0,2% néatriumbenzoittal egyiitt csapvizben enyhe melegitéssel

oldottunk (pH = 3,6, refrakcié : 19, spec. viszkozitis : 1,80 25 C®-om), 0,01, 0,1
és 19%-myi enzimkészitménnyel sszekeverve a pektinoldat 300 ml-es adagjait,
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Az enzimkészitmény mindségének és tomény-

ségének hatdsa pektinoldat viszkozitasinak

valtozasira. — 1. enzim nélkil. 2. 0,019

850.2.2.3. jelz. sajat enzimkészitmény, 3. 0,109,
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Az enzimkészitmény mingségének &s témény-

ségének hatdsa szamécalé viszkozitdasanak valto-

zdsdra. 1. enzim nélkiil. 2. 0,01% 850.2.2.3.

850.2.2.3., 4. 0,01%
Pektinol K.

Pektinol K. 5. 0,109,

illetsleg Pektinol K. 3. 0,10% 850.2.2.3. ill.
Pektinol K.

megvizsgiltuk, hogy kiilénb6zd iddk elteltével 24 (°-0s h&mérsékleten hogyan
véltozik az elegy viszkozitasa. Tekintettel arra, hogy bontds kizben a tapasztalat
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A kisérletckhez hasznilt
modositott Ostwald-viszko-
ziméter [F61diak,
Pallay,Vamos és
Zakar szerint (2)]

szerint mindig keletkezik egy kevés pelyhes csapa-
dék az oldatokban, mely az alkalmazott Ostwald-
féle viszkoziméter kapillarisat eltomhetné, pon-
tosan 3 perces, 3000 f/p-es centrifugalast alkal-
maztunk (kis szdgcentrifugiban) minden mérés
eltt és az oldat tisztajat toltottik a viszkozimé-
terbe. »Pektinol K dopp. konz.« jelzésti kiilfsldi
enzimmel és egy sajat gyartasd laboratériumi ké-
szitménnyel (850.2.2.3.) végezve a fenti vizsgalato-
kat, az adatok egy része az 2. abraban lathaté ered-
ményeket adta. A viszkozitasértékeket a specifikus
viszkozitis kezdeti (eredeti) értékéunek szazalékdban
adtuk meg.

Léathaté, hogy a viszkozitascsokkenés 0,019%-
nyi enzimkészitmény adagolasa esetén a Pektinol
K-nél gyorsabb, 0,19%,-nal kézel egyforma sebes-
ségll, 1%-nal pedig valamivel lassabb, mint a
sajat készitménynél. A gyakorlatilag szokasos
6—8 orés behatas esetén 0,1%-0s adagolds mind-
ketténél annyira leszoritja a viszkozitist, hogy
a deriilés, illetéleg a szfirhetfség teljesnek mond-
haté.

Az enzim mindségének és timénységének hatdsa
szamdcalé deritésére

Egy misik kisérletben frissen készitett szamé-
calevet 0,29, natriumbenzoattal tartésitva, centri-
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fugélassal valé tisatitasnak vetettink ala (pH = 3,8,
kozitds : 3,74 22 C°-on). 0,01, 0,1 és 194 -nyi enzimkészitménnyel elkeverve
500—500 ml levet, a mintakat 22 C°-on valé allas kézben idénként, szabvi-
nyosan végrehajtott centrifugalas utan (3000 f/p. 10 perc) 22 C°-on viszkozitasra
megvizsgiltuk., Az eredmény egy részét a 3. 4bra mutatja be.

refrakeié 89/, speec. visz-
/os SP

Lathatd, hogy a szamécalé igen nagy kezdeti viszkozitisa kevés (0,01%)
enzim hatdsdra is gyorsan lecsikken, mégpedig mind a két enzimmel nagyjibél
‘azonos mértékben. Itt mindenesetre a 1é sajit enzimtartalmaval is szimolnunk

kell, mert a kontrol viszkozitisa is jelentds csbkkenést szenvedett a vizsgalat
tartama alatt,

A hémérséklet hatdsa pektinoldatol; bomldsdra

A hémérsékletnek a pektolizisre gyakorolt hatasat a kivetkezé kisérlettel
vizsgéltuk, 0,75%-0s, 0,15% natriumbenzoatot tartalmazé, centrifugalassal
iiledékmentesitett pektinoldat (pH = 3,9, spec. viszkozitas : 3,4, 25 C°-on) kiilon-
boz6 mintait 0,2% kiilfoldi, illetsleg sajat enzimkészitménn
iivegeket 5, masokat 26, 31, 36, illetéleg 40 C° hémérséklet
termosztatba tettiink és figyeltiik viszkozitasuk

vel elkeverve, egyes
1 jégszekrénybe, illetéleg
id@beli valtozasat. A mérések

I. tdbldazat

A hémérséklet szerepe pektinoldat enzimhatisra bekivetkezi
viszkozitisvaltozasaban

(1) @ | @)
|

A Az oldat spee, viszkeozitdsa (25 C°-on)

Az enzimkészitmény bf};l}ﬁs a keedeti érték szizalékiban
jelzése . id§- T e e et T
tartama A bontas hémérséklete (C®) (4)
bra) —
fiea] } | 26 | =& | 36 | a0
3 100 101 102 105 107
Enzim nélkiil (5) 6 105 105 105 105 105
: 12 103 105 105 103 107
27 102 108 107 111 116
3 3.8 4.4 5.0 4,4 3.5
6 3.2 1.4 2.1 1,5 1,2
. 373. 12 2,6 1.2 1,2 0,9 1.5
(0,29,) 27 | 41| 09| 09| 06| 15
52 0.9 - — — —
96 0,6 - — =
3 57,3 | 109 T.4 3.9 5.3
6 30,0 5.9 4.1 3.8 3,5
902.1. 12 22,0 3,8 3.8 4,4 2,1
(0,29) 27 | 100 | 32| 09| La2| 12
5 | BB e | o | B 2
96 | 2| = | — —
3 12,0 3.2 3.2 1.2 | 10,3
[ 10,0 -— 4,7 2,1 1,2
Pektinol K 12 7,4 1.5 0,9 0,9 2,1
(0,29) 27 | 41| 32| 09| 09| o9
52 3.8 — — — —
96 1.8 — — — —
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elGzetes, szabvanyosan végrehajtott cen®rifugalas utan (3000 f/p, 10 perc) 25 C°-on
torténtek. Az eredményeket az 1. tdbla=at tiinteti fel.

, Az 1. tablazat adatai koziil a 902, 1.
773"9( %) g z ” 3 P - oo
09 Jelzésti készitménnyel kapott viszkozitas-
Viltozasok egy részét az 5. abra szemlél-
Teti (a masik két enzimmel még a legalacso-
nyabb héfokon is til gyors valtozisokat
kaptunk ahhoz, hogy a grafikonban jol
fel lehessen tiintetni azokat).

Reakciékinetikai megfontoldsok

Az eddigickben ismertetett viszko-
zitasadatokat megprobéltuk kinetikailag
5 €rtékelni. Az irodalomban nem talalhaté
A hiomérséklet szel:?z.p(? ;:ktinoldat enzim- meg 4 V-lsZkOZ,ltés_.cs{i]fk,ent?Sbel} IIyﬂ‘;énliIé
hatédsra bekovetkezt viszkozitasvaltozasaban ©Nzimes pektinhidrolizis ily értelmi- tar-
gyalisa. Alegtijabb id6kben egyes szerzék
[Husemann, Loés é Lotterl e (3)] celluléz, xilan és mannin kevert
enzimes (Luizym) hidrolizisének tanulmanyozasa soran felemlitik Ek en st a m (1)
kozelits képletének alkalmazhatésagat. oz utchbbi szerint a celluléz savas bontdsa-
nal a reakcidschességi allandé (k) hozzavetéleg kiszamithaté a két meghatarozott
idéponthoz (t;, t;) tartozé polimeriziciés fokok (P;, P,) ismeretében :

s T ‘}_1)

10 20 20 40 50 dra

Husemann és munkatarsai (3) az enzimes celluléz-, xildn- és mannan-
hidrolizist is elsérendli reakcioknak wéve, kiszdmitottdk a bontas sebességi
»allandéjate. Az adatok azonban azt mutatjak, hogy ez sokszor nem allando
érték, hanem — egy eset (a xilin-kénsavészter) kivételével — az id6 el6rehalad-
taval szabalyosan csokken (egyes esetekben a kezdeti értékek L—"1 -edére) :
tehdt nem elsérendd reakcié. Tudatidban annak, hogy nem tiszta enzimkészit-
ménnyel allunk szemben, hanem olyan keverékkel, melynél az egyik enzimkompo-
nens a misik szdmdra vagy az ellen dolgozik, mégis megkiséreltiik a fenti képlet
alkalmazasit a reakeié »bruttd rendliségének« megallapitisara. A polimerizacios
fok helyett a mindenkori specifikus viszkozitias adatokat vettitk szamitasha azon
az alapon, hogy Staudinger (14) szerint azonos timénységi linearis kolloidok
viszkozitdsa (1)5p) a polimerizdciés fokkal aranyos :

B (”Tp) SR, 5 P

«—0

ahol K,; a karakterisztikus viszkozitasi 4llandd, P a polimerizaciés fok, ¢ a koncent-
racié. A specifikus viszkozitast a kezdeti érték szazalékaban kifejezve, a képlet az
eddigiekben ismertetett esetekben a 2. tablazatban feltiintetett értékeket adja.

Egyes esetekidl (*-gal jelezve) eltekintve a k értéke a hidrolizis el6rehaladtaval
aranylag csekély és nem egyiranyt ingadozast mutatott. Igy feltételezhet, hogy
a brutté reakeid atlagosan elsérendi, ill. az clsérendi reakcick kinetikai torvény-
szertiségeit koveti.
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2. tdblazat
Az enzimes pektinhontis sebessége

2) (1)
k (Gru‘l)
A kisérlet sorszdma:
| 1 | 2 | 3 4 ] 5
Enzimkészitmény (3) _‘ 850.2.2.3 850,2.2.3. 902.1. Pektinol K | Pektinol K
s (5) (6) (5) (5) (6)
Szubsztratum (1) pektin szamdcalé  pektin pektin szamdcalé
Szubsztritum-
koncentracio (%) (7) 3 1.0 ? 0,75 1,0 2
Kezdeti spec,
viszkozitds (8) - 1,80 3,74 3,4 1,80 3,74
pH 3.6 3.8 3,9 3.6 3.8
| 24 C%-on 22 C%on 24 C®-on 22 C°-on
Enzim- 0 0 0.0003 0 0,0003
koneentracio 0,01 0,0012 0.03* 0,0024 0,03*
o 9 0,10 0,0250 0,14% 0.0399 0.11*
%) ©) 0101 00 bl 0 1
1,00 0,90* — 0,175% —
I | 0,29, enzim
Homeérscklet 5 0,0035
() (10) 26 0,021
31 0,036
36 0,046
40 . 0.045

* Az elsG (néhdny) draban mért érrek (nem kizépérték) (1 1)

A sebességi allandénak az enzimkoncentrécitsl valg fiiggése a 6. abrabsl
tinik ki.

A reakcidsebességi allandonak a hémérséklettsl valé fiiggését a 2. tablazat
3. rovatanak alapjan a 7. dbraval szemléltetjiik, ahol az Arrhenius-féle bsszefiiggés ¢

A
log k—B_2
T
0g enzimkoncentroctd (% g
-2 -7 #7 " 7000
L s Jz I3 Jf‘ a5 a8 —F—
p
.._,7* 25
N %
N g
2 7 F=-2 -2
-3 -3
6. dbra 7. dbra
Az enzimkoneentricié ¢s az aklivitds Bssze- A homérséklet és a bomlas sehességének
fiiggése. 1. 850.2.2.3. 2. Pektinol K. tsszefiigrise

3%
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(A és B konstansok, T' az abszolit hémérséklet) felhasznalasival a reakeidsebességi
dllandé logaritmusinak értékeit az abszolit hémérséklet reciprokjanak fiige-
vényében tintettiik fel.
5 és 36 C° kozott az osszefiiggés linearisnak tiinik. A reakcié »aktivalasi
energidja« (E4) a hajlasszogbdl (A) vagy a
In k=2303 - B— 4
RT

o

g 2 e 20 50 Ka
TB—Tl 1

osszefiiggéshdl 14 400 cal/mol-nak adédik. A Q,, értéke az 5 és 36 C° kozitti savban
koriilbeliil 2,3.
Trt érdemes megemliteni, hogy Matus (8) adatait a fenti képlettel k-ra dtszamitva,

0 &s 259 észterczettségli pektin hasznilata esetében nagyjibél illandé, elstrendi reakeidra vallé

sebességi allanddkat kapunk, Az 50, 75 és 100%-0s észterezettségii pektinnel folytatott kisérletei
ersebb (>>40%,) mérvii viszkozitiscsokkenéseknél mér szabilyosan csikkend k-értékeket adnak,
itt tehdt a reakecié mar nem mondhatd elsérendinek. Matus maga a viszkozitis-adatokat nem
értékelte ki reakeidkinetikai szempontbél, csak a jodfogyasatiasbhol vonta le azt a kévetkesztetést,
hogy a reakeid nem kéveti az clstrendd reakeidk szabilyait.

Gyakorlati médszerek
A meghatarozott bontishoz sziikséges id6 mérése

Gyakran hasznalatos az enzimolégiaban a reakeitk sebességének egy meg-
hatéarozott mértékil atalakulas (példaul bontas) létrejottéhez sziikséges id6 mérésé-
vel vald jellemzése. Az atalakulas lehet péld4ul egy mmol-o0s bontas, vagy a kezdeti
koncentracié felének, egyharmadénak stb. megfelel6 valtozis. Az ehhez tartozé
id6k reciprokja az aktivitdssal cgyenesen aranyos.

Az ismertetett grafikonokbél megallapithaté felezési idGk aranyabol szamitott
sebességi dlland6 ardnyok az el6bb szamitottakkal nagyjabol megegyeztek. Termé-
szetesen a grafikus kiértékelésnel szimos nehézsége miatt a pontossdg itt nem
tilzott mértéki.

A meghatéarozott id§ alatt bekovetkez§ bontas mérése

A »bontdsi fok«. — Weber é Deuel (15) az aktivitis mérésre azt
ajanlottdk, hogy szigortan meghatirozott koriilmények kozott a létrejove
specifikus viszkozitascsokkenést az eredeti érték szézalékaban fejezziik ki (»bontasi
fok«). Ennek a jellemz6 szimnak a meghatdrozdsa gy térténik, hogy siritett,
.pektinmentes almalészérpst 1,047—1,048 stirtiségiire higitunk (pH = 3,5 koriil,
viszkozitds : 1,5 cpoise 20 C°-on), majd 0,159, benzoesavas natriummal keverjiik
dssze. 0,59, szaraz pektint oldunk fel benne (viszkozitds : 5—14 cpoise 20 C°-on).
90 ml ilyen oldathoz 10 ml 29, enzimmel késziilt, sziirt kivonatot adunk (40 C°-on
2 6raig extrahdlva az enzimkészitményt). Pontosan 6 oraig 20 C°-on tartjuk a
keveréket, majd megmérjilk a viszkozitasit. Ha iy = a viszkoziméter kezdetben
tapasztalt kifolyasi ideje, i = az adott pillanatban tapasztalt érték, i, = a teljesen
lebontott oldat kifolyasi ideje, akkor a bontasi fok (B) :

100 (%)

1 —1

B:

i, —1,

Ez az érték a specifikus viszkozitas szazalékos csokkenésével azonos szim.
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A »standard pektolitos erd«. — K yzlink (6) azt javasolja, hogy a bontasi
fok meghatirozasit kiilonbbézd enzimkoncentraciéknal végerzitk. Elgondolisa
szerint az igy nyert adatokbél interpolalissal meg lehet allapitani azt az enzim-
toménységet, mely adott t ltételek kozott (20 C°, pH = 3,5—3.9, 6 dra) a pektin-
mentes stixitménybél készilt almalében oldott 0,29, -nvi T0—759%,-0s észterezettségli,
nagy polimerizacids foki pektir specifikus viszkozitasat az eredeti érték 859%,-dval
csokkenti. Ebbgl a gyakorlat szdmira egyszerfien kiszdmithato, hogy 1 kg vizsgalt
készitmény hany liter fenti levet tud = jelzett mértékben lebontani. Ez a SZam a
»standard pektolitos erG« (S. P. E.). A 85%-0s bontés a gyakorlatban elégségesnek
bizonyult.

Ipari méretben el6allitott pektint bonté enzimkészitményeink koziil a 964.2,
a 964.11 és a 964 31 jelzéslieket hasznaltuk fel az egyik kisérletsorozatbana S.P. E.
meghatérozdsira. (Az eredeti definici6tdl elt’réleg itt nativ pektin-oldattal,
azaz friss gyiimileslével dolgoztunk.) Az alkalmazott szubsztratum frissen préselt
almalé volt (aranyrenett, darilis utin rongyon préselés kézzel ; pH = 3,20,
refrakeid :  13,7%, pektin altal okozott specifikus viszkozitas: 3,50 19.5 C°-on).
200 ml-es adagokba 0—1200 mg enzimkészitményt mérve, 20—21 C°-os vizfirdd-
ben 6 6raig tartottuk a mintikat. Ezutan 19,5 C°-on meghatiroztuk (durva ron-
gyon vald atszlirés utan) a 1é viszkozitasat, amibél a bontasi fokot kiszamitottuk.
Az eredményt a 8. abra mutatja be,.

Tehat a 859%,-0s bontashoz literenként 1,1, 1,5 illetéleg 5,46 g enzim kellett,
vagyis a vizsgilt harom készitmény 1—1 kg-ja (1000 : 1,1 =) 909, 667, ill. 183 liter
almalében képes az abban levé eredeti, pektin iltal okozott specifikus viszkozitést
859%,-kal lecsokkenteni.

Miutan R eid (11) kimutatta, hogy az enzimkoncentrécié logaritmusa és a

- bontési fok — legalabbis 80%-0s bontasi fok alatt — linearis osszefiiggést ad,
megkiséreltik a Kyzlink-féle szamokat félig logaritmikus koordinata-
rendszerben interpolalassal megkapni (9. abra).
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8. dbra 9. dbra

A hatékonysig meghatirozdsa hirom enzim- A hatékonysig meghatarozdsa hirom enzim-

készitménynél 1. 964.2. jelz. készitmény. készitménynél. 1. 964.2 jelz.  készitmény.

2. 964.11. jelz. készitmény. 3. 964.31. jelz. 2. 964.11 jelz. készitmény. 3. 964, 31 jelz.
készitmény készitmény ’

A 9. abribol lathatéan tehét 115, 150 illetéleg 531 g/hl az enzimszitkséglet,
ami azt jelenti, hogy 970, 667, illetsleg 188 l1evet lehet 1—1 kg enzimkészitménnyel
859%,-0san lebontani.
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R eid szerint az értékelésazon az alapon is térténhet, hogy az 1 hl-hez sziik-
séges enzimmennyiségeket osszehasonlitva, megallapitjuk, hogy egy standard
készitményhez képest (melynek aktivitisat dnkényesen 1009 -nak vessziik) hany
szazalékos a kérdéses preparvitum. Jelen esethen tehit, ha a 115 g/hl-est 100%-0s
nak vesszitk, akkor a 150 g/hl-es 77%-0s, @z 531 g/hl-es 229,-0s.

Redukaloképesség-mérések

Mint mir lattuk, az enzimhatdsra felszabaduls aldehidesoportok szdma
novekedésének jodometrids mérésével a PG hatésa jol kovethets. Kisérleteinkben
a kovetkez§ technikat alkalmaztuk [Jermyn és Tomkins (4)]: 10 ml vizs-
galandé oldathoz 50 ml vizet és 3 ml 1 N NaOH-ot adva, 20 m1 0,1 N I,-dal reagal-
tattuk, majd pontosan 10 perc elteltével 10 ml 1 N HCl-val valé savanyitas
utan agonnal 0,1 N Na,S,0,tal megtit-
raltuk a felesleges jodot. A vakprébaban
(pektinoldat -|- enzimkivonat régtén az
tsszedntéskor titrdlva) elfogyott  jod
mennyiségét levonva a tapasztalt jédfo-
gyasztashol, megkaptuk a redukélsképesség
névekedését.

E Egy kisérletsorozatban laboratérium-
84 ban elgallitott enzimkészitményeket vizs-
g galtunk meg porpektinbél késziilt oldatra
§3- gyakorolt hatas szempontjabél. 19 -os
3 pektinoldathoz (0,159, natriumbenzoittal

]

tartositott, centrifugalt) a vizsgalandé
tenyészoldatokbél (C 196, V 77, N 175, N
152, B 468) 20 t£%-ot, Pektinol K 49%-o0s
kivonatabél pedig szintén 20 tf%-ot ada-
goltunk. 18 C°-on reagiltatva az elegyet,
kiillonbéz8 id8pontokban mintikat véve,
meghataroztuk a jodredukdlé képességet.
Az eredményeket a 10. dbra mutatja be.

4w S0 6090

30

10. dbra
Pektinoldat szabad aldehidtartalmanak ngve-
kedése kiilénbozt enzimkeészitmények hatdsa-
ra. 19-0s pektinoldathoz 18 C°-on hozzdadva

Lathaté, hogy a jﬁdfdgyasztés az id8

20 tf%-nyia kivetkez6 oldatokbél: 1.4%-os
Pektinol K kivonat. 2. B 468 : Penic. sp. 3. C
196 : Fusarium sp. 4. N 152: Aspergillus
foetidus. 5. N 175 : Aspergillus foetidus.
6. V77 : Asperg. sp. penészek tenyészoldatai

elérehaladtaval szabalyos emelkedést mu-
tat, vagyis az enzim hatésira lincszaka-
das kézben egyre t6bb szabad aldehideso-
port keletkezik. Ennek a reakciénak a

lefolyasa nem elsérendi reakcidra walls.

Az id6 fuggvényében dbrizolva a log (a-x), illetéleg az értékeit, nem kapunk

egyenes vonalat, ami azt mutatja, hogy itt sem tisztin elsfrendli, sem tisztin
masodrendd reakciérél nincsen szé. (v a keletkezett aldehid mennyiségét jelzi,
a pedig az Osszesen felszabadithat aldehidtartalmat.)

A jodometrids médszer a pektinbonts enzimek osszehasonlité értékelésére
csak tiszta porpektin hasznélata esetén alkalmas. Gyiiméleslénél, mint mar emlitet-
tiik, a sok egyéb redukals anyag miatt a vakpréba értéke olyan nagy volna, hogy
ez az arfnylag kis valtozdsok pontos értékelését lehetetlenné tenné.
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Zavarossag-mérések

Erdekes tény, hogy a pektinbontis vizsgilatara szolgalé sokféle médszer
kozott az irodalom sehol sem tesz emlitést az oldat zavarossidganak kvantitativ
tanulminyozasarél. Ez annal kiilonosebb, mert gyakorlat: szemponthél ezeket az
enzimeket jelenleg elsgsorban deritésre, tehit zavaros gyiimsleslevek kristalytisz-
tava alakitdsara haszniljik. A pektintbonté enzimekkel foglalkozva, onként fel-
vet§dott az a gondolat, hogy a bhontast a zavarossag kvantitativ mérésével
kévessitk. Erre a célra két mdédszert probaltunk ki. Egenkiviil egy kvalitativ
eljarast is alkalmaztunk.

1. Egyrészt Pulfrich-féle nefelométert hasznaltunk, A 18 mm bels§ Atmérgji
kémesSben elhelyezett oldatot L. 2. szlir§ és 4-es opaliiveg standard alkalmazasaval
vizsgiltuk és mértikk a kémesSre es§ fény Tyndall-effektus altal 135 fokos szig-
ben létrejové szorédasat. A nyert értékeket az emlitett standard opiliiveg fény-
szorasinak szdzalékdban fejeztiik ki.

Varhaté, hogy amint a pektinmolekula bontasa megtdrténik, a részecs-
kék szdma és nagysaga viltozast szenvedve, a szort fény intenzitédsa csokken.
Rayleigh képlete értelmében ugyanis :

I0-9‘:rr‘~"Vz-N(n%—nz)z.sinza

AL - x2 n? 4 2n 2

I=

ahol I, a rdesd, sikban polaros, & hullamhosszi fénysugar, I pedig az o széghen
szért fény intenzitdsa, x a tévolsidg a Tyndall fénykiap és az észlels kozott, nga
részecske, n pedig a szuszpendalé kizeg torésmutatéja, V a részecske térfogata,
N a térfogategységhen levé részecskék szidma. Adott mérési korilmények kozott
a tobbi faktort allanddnak véve

I=A -N-V?
Ha tehat egy molekula 3 egyenl§ részre esik szét, akkor

a

P—:A-SN(X)3:E
3 3

vagyis a szért fény intenzitdsa az eredetinek 1 ,-dra esik vissza. Mindez a fény
hullimhosszahoz képest kicsi és szigortan gémbalakd molekulikra vonatkozik.

A fény hullimhosszéhoz képest mér cl nem hanyagolhaté méretii részecskék
esctén bizonyos korrekcidkat kell alkalmazni. Palcaalakii nagyobb részecskékre
vonatkozéag Neugebauer (10), illetles Schulz é Harborth (13)
megallapitisai szerint Pulfrich-féle nefelométernél a kévetkezd faktorral (%)
kell megszorozni a Rayleigh-képlettel kapott I-értékeket:

12
x:l—mqu
A

ahol I a részecske hosszisaga, (A képlet akkor érvényes, ha I nem nagvobb, mint
0,3 - 1). 5330 A-nél (L 2 szdr8) 1000—1300 A hossza pektinmolekula esetén sem
okoz x értéke igen nagy eltérést a gombalaki részecskékkel szemben.

2. A zavarossigot mértiik az oldaton 4tengedett fény extinkciéjanak meg-
hatéarozasaval is Pulfrich-féle fotométerben, olyan sziirdvel, mely az esetleges
szines oldattal a lehet§ legkisebb fényelnyelést mutatja (altalaban a 7500 vagy a
6650 A-os stlyponti S 75-6s, ill. 66-0s sziirg). Az értékeket extinkciés modulushan,
tehat az 1 c¢m hosszii kiivettdban kapott extinkciéban fejeztiik ki.
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3. A zavarossig enzim hatdsira bekiovetkezs csokkenésének valitatiy
érzékelésére, illetbleg rogzitésére alkalmaztuk a fényképezéses eljarast. A zavarossag
észlelésére, a lehetdleg egyforma iivegekben elhelyezett oldatokat erds fényforrassal
atvilagitottuk, a fényforrds és az ivegek kozé erds fekele vonalkazassal ellitott
pergamentpapirt téve. Minél kevésbbé =avaros az oldat, annal jobban latszik 4t
rajta a hittér vonalozottsiga.

Mind a harom most emlitett médsyer eléfeltétele, hogy a vizsgalatra keriils
oldatok durva szennyezédést ne tartalmazzanak. Ennek eltavolitisa volt a leg-
nehezebb probléma. Itt még rendszeres tanulminyokra van sziikség annak meg-
éllapité.sé.ra, hogy melyik »elftisztitasic e]jérés reprodukélhaté alegjobban és adja
a legmegbizhatébb eredményt. Vattds vagy kvalitativ szilirdpapiroson tirténd
»szabvény koriilmények kozottic szlirést, tovabba meghatarozott kériilmények
betartdsaval végrehajott centrifugilast prébaltunk ki eddig. A szlird pérus-nagy-
sdganak, a centrifugilis sebességének és idétartamanak az eredményre gyakorolt
befolyasat még tovabb kell tanulminyozni, Eddig mindenesetre azt tapasztaltuk,
hogy meghatarozott késziilékben, adott ideig, adott fordulatszim melletti centri-
fugalassal az adatok eléggé reprodukilhatsknak bizonyulnak.

Az enzim mindségének és toménységének hatdsa szamécalé tisstuldsdra
(Pulfrich-fotométer)

A 3. dbrdban szerepl6 szamdcalé pektolizise sorin mértiik a szabvanyosan
megsziirt mintak extinkeijat 6650 A-6s stlypontd (S 66) fénysziirGvel. A sziirést
kis (5 cm atmérgjl) Biichner-tleséren elhelyezett kvalitativ- sztirGpapiron 4t a
palackba tett kémesébe szivatdssal vé-

700 1¥pf & = ° geztiik, koriilbeliil 20 ml-t gyiijtve dssze
\ a felvitt koriilbeliil 22—24 ml-nyi folya-
©F T~ dékbél. Az eredményeket a 11. Abra
] szemlélteti (a 1€ kezdeti extinkeiés mo-
dulusa 1,05 volt).
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Az enzimkészitmény minfségének és témény- A hdmérséklet szerepe pektinoldat zavarossaga-
ségének hatéisa szamo6calé zavarossdganak valto- nak enzimhatdsra létrejivé valtozasdban

zasira. 1, kezeletlen. 2. 0,019%, 850.2.2.3. jelz.
készitmeény. 3. 0,10%, 850.2.2.3. jelz. készitmény.
4, 0,019, Pektinol K. 5. 0,109% Pektinol K.
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Kiilonésen kisebb fokid zavarossigok jobban mérhetdk és szdmszertileg is
pontosabban, ha az extinkcié helyett a szért fény intenzitdsat mérjiik nefelométer-
ben. Egy 2 g/dl-es pektinoldat pl. 0,369, 850. 2. 2. 3, jelzést enzim kivonatjaval
kezelve, 0,28 extinkeiés modulust (7500 A) és 16589, nefelométerben mért zavaros-
sagot adott. 24 C%-on tartva 25 érdig, az extinkeiés modulus értéke 0,03-ra (10,7),
a nefelométer-adat pedig 183-ra (119-ra) esett. A késtbbiekben lehet8ség szerint
inkdbb a nefelométerrel dolgoztunk.

A hémérséklet hatdsa pektinoldat tisztuldsira (Pulfrich-nefelométer)

Pektinoldat zavarossigdnak enzimes bontaskor valé valtozdsat a héfok
fiiggvényében, az 1. tdblazatban leirt kisérlet sordn Pulfrich-nefelométerrel, L. 2.
sziirGvel és 4-es opdlitveggel, 18 mm bels§ atmérsjii csében vizsgalva, a 3. tablizat
zavarossigi adatait kaptuk.

3. tdbldzat

A hémérséklet szerepe pektinoldat zavarossiaganak enzimhatisra
bekévetkezé valtozasaban

(1) [ @ (3)

| A Az oldat za\'ul:o&jsaiga (nefelométer-adatok a
Az enzimkészitmény h?(;]“tag Readeiseniels Endzaliibon)
jelzése o fbar A bontds hémérséklete (C°) (4)
(8r2) RN 40
3 99 100 99 104 102
Enzim nélkiil (5) 6 103 103 103 103 107
12 104 105 106 106 107
27 107 113 115 110 117
3 43,6 | 28,5 25,2 17.1 13.0
6 38,1 | 20,9 7,8 4.8 3.7
873. 12 28,6 3,0 2.9 2,5 2.6
(0.29) 27 29.1 2.2 2,2 2,0 2.1
52 4,3 - — —_ i
920 2,2 — sy ey e
| 3 | 92.6 | 55,7 | 48,6 | 47,9 45,5
_ | 6 82,7 | 41,5 | 40,7 | 34,2 | 31,2
902.1. 12 68,4 | 36,4 | 29,7 | 24,1 6,5
(0,29) | 21 60,8 15,8 2,0 0.9 0.7
52 51,5 — - — -
96 31.4 o~ — — —
3 64,3 35,0 31,3 | 30,5 28,4
) 6 54,7 30,7 | 12,7 3.2 0,5
Pektinol-K 12 44,0 3.3 0.4 0,5 0,2
(0,2%,) 27 39.4 0 0 0 0
52 314 —_ —_— — —
96 3.4 — — — —

A kezdeti értéket, (863—7 [deszt. viz] =) 856%,-0t 100-nak véve, fejeztiik ki
megadott idSpontokban 20 ml-es hegyesvégil centrifugacsévekben 3000 f/p mellett
10 percig centrifugalt és dekantélt oldat zavarossagat. A 902. 1. jelzésii készit-
ménnyel kapott]értékeket grafikusan a 12. dbra szemlélteti.

Az abrabél jél kivehet§ a novekedd hémérsékletek fokozott zavarossig-
csokkent8 hatasa.
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A zavarossag csokkenésénel; fotografikus rogsitése

A fényképezéssel torténd zavarusség.regisztrélas bemutatisara a 13. abra
szolgal.

Két éve mélyhiitéssel tarolt egres frissen kipréselt, centrifugilassal iiledék-
mentesitett, er8sen zavaros, viszkézus lex-ébe kiilsnbozé laboratorinmi készitési
enzimprepardtumokat mérve, 36 C°-on lloroform jelenlétében hagytuk 4allni a
mintédkat. A 95. érdban térrént a 13. dbran bemutatott fénykép felvétele (a kiilsg
kép a mintdk t6bbségénél mar 10 éra mulva is hasonls volt).

13. abra
Kiloubtzé penésztorzsek tenyészeteinek hatisa egresls tisztuldsara. (Fényképes rogzités)

A viszkozitas, a redukéloképesség és a zavarossdg osszefiigpése

Fontosnak latszott, hogy a pektolizis vizsgilatira szolgdlé hirom fentebb
ismertetett eljarast egymassal osszehasonlitsuk. Bontasi kisérletek folyaman az
idénként vett mintakat ezért tébo szempontbél megvizsgaltuk. Két ilyen kisérletet
kozelebbrdl ismertetiink. ’

A redukdloképesség és a zavarossdg a viszhozitds fiiggvényében

A 2. dbranal jelzett korilmények kozott meghatéroztuk minden egyes alka-
lommal a viszkozités mellett a pektinoldat jédredukilsképességét és a zavarossagit
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tartalom valtozdsdinak Osszefiiggése enzimes Dso(%)
pektinbontdsndl. 1. a szabad aldehidtartalom 15. dbra

és a viszkozitds dsszefiiggése. 2. a zavarossig A zavarossiig s a viszkozitds valtozdsdnak
és a viszkozitds osszefiigzése dsszefiiggése enzimes pektinbontasnal
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4. tablazat
A viszkozitds, a szabad aldehidtartalom és a zavarossig valtezasanak osszefliggése enzimes

pektinbontasnal
m (]
Enzimkészitmény Az enzimes bontds iddtartama 24 C°-on (dra)
3
(2) kc(m)c. 1 2 3 5 22 47
jelzés (%
0 100 — — 99 103 97
) 0,01| 87,8 | 81
‘ st 5 . 4 . S| 16,1 | 68,4 | 27,2 | 11,7
Spemfﬂgus nszkoznds_ o 830.2.9.3. 0.10| 33.4 17.8 12.8 6.1 3.9 0.5
25 C°-on (a kezdeti érték Lool 11 11 11 11 11 11
%.aban) E3 k kl * 2 1 "
0,01 83,4 | 71,1 | 61,2 | 47,8 | 13,9 6,1
Pektinol K 0,10 17,2 9.5 7,2 5,0 2.2 0,5
1,00 5.6 1,7 3.9 1.1 0 0
| 0 43| — — s 39| 64
- ’ 0,01 — 43| 42| 42| 82| 123
9 4
Felszabadult aldehid-tartalom 850.2.2.3. 2’38 2?,’? 3;? 32,3 ig’? %g’g ;g’g
(az Osszes aldehid %-dban) B i : > s B | 849
0,01 4,1 3.8 4,1 3,8 | 11,3 | 15,8
Pektinol K 0,10 81| 11,3 | 14,9 | 20,3 | 41,1 | 52,4
1,00 35,2 | — 45.1 | 51,0 | 66,4 | 74,0
i 0 |100 — 100|100
7 0,01 | 100 100.3 | 90,1 | 86,5 | 51,6 | 39.4
o ) 850.2.2.3. 0.10 | 650 | 62,3 | 47.4 | 309 | 112 | 3.6
Zavarossiz (nefelométer- 1.00| 432 | 2776 | . 6.3 5’9
adatok a kezdeti érték 2 2 : e P
9,-aban) 0,01|100,1 |100,1 | 83,5 | 76,0 | 45,5 | 34.8
Pektinol K 0,10 58,3 | 53,5 | 39,4 | 33.6 2,5 3.4
1,00 42,6 7,6 5.6 6,7 0,2 0,2

is. A nefelométerrel kapott zavarossagot a kezdeti érték (5549,) szazalékaban,
aredukdloképességet pedig az elméletileg lehetséges maximalis érték (11,09 ml 0,1 N
jédoldat) 10 ml 1%-o0s 309, metilezettségii pektinoldat) szazalékaban fejeztik ki.
Az adatokat a 4. tablazat tartalmazza.

Ha a 4. tablazat adatait tsszefoglalva, grafikont készitiink, az abszcisszén a
mindenkori specifikus viszkozitdst, az ordinatan pedig az ezekhez az értékekhez
tartozd aldehidszazalékokat, illetSleg zavarossagi adatokat tiintetjiik fel, akkor a
14. abran lathaté képet kapjuk.

A zavarossdg a viszkozitds fiiggvényében

A zavarossig és a viszkozitads viszonyara lényegileg azonos értelmé ossze-
fiiggést kapunk, ha az 1. és a 3. tablazat értékeit tiintetjiik fel az el6bbi médon
grafikonban, Az 5 (°-ra vonatkozé adatokat a 15. &bra mutatja be.

Az eredmények értékelése

Jol liathaté, hogy mind a zavarossig csokkenése, mind a szabad aldehid-
tartalom névekedése késébb kovetkezik be, mint a viszkozits csskkenése. Mind a



140 VAS: Pektolizis vizsgilata

két érték csak akkor kezd ergsebben valtozni, amikor a specifikus viszkozitis mar
jelent§sen csokkent. Idgbeli sorrendben o pektolizis folyamén el§szor a viszkozitas
csokken, azutdn a zavarossig mérsékl&dik, végil a redukaléképesség erfsodik.

Kertesz(5) feltette, hogy a poligalakturonsavat a [(G)] képlet fejezi ki
helyesen, vagyis az m galakturonsavanhidrid-egységhél (G) all6 poligalakturonsav-
lancokbgl n darab gsszeill és ezzel méso dlagos aggregitum vagy polimer képzédik
asszocidcié révén. Igy ha kezdetben csak az n értéke cstkken, akkor redukalé
csoport-tobblet alig keletkezhet, viszont a viszkozitas erésen ecstkkenhet. A tovab-
biak sordn az m értéke csokken és eklkkor szabadul fel az aldehidtartalom zdme.

Merrill (s Weeks (9) ezzel szemben a héhatdsra bekovetkezs pektin-
bomlas vizsgalata alapjén arra a kdwvetkesztetésre jut, hogy itt masodlagos
aggregitumokidl nem lehet szd, meirt a viszkozitascstkkenis folyamatanak
»aktivilasi energidja« — melyet a meghatarozott m#vd bontas létrejottéhez
sziitkséges idGkbél szamitottak ki — tal nagy ehhez (28000 cal/mol). Szerintiik
a viszkozitds cstkkenésekor is glitkozid-hidrolizis jatszédik le, mely kezdetben
azfrt nem mutathaté ki. mert a vizsgdlati mdidszerek til érz ketlenek., Az a
tény. hogy a jelen munkéban a viszkozitiscsokkenésbil szamitott »aktivalasi
energiac az enzim kozremiikodése ellenére is elég nagy (14.400 cal/mol), nagyobb,
mint a misodlagos kotések (hidrogénk&tés, van der Waals ergk sth.) bontasénal
tapasztalt legmagasabb aktivilisi energidk (9000 calmol), valészintivs teszi,
hogy az enzimes pektinbontis sorin felléps viszkozitdscsokkencs is elsGdleges
kotések fel:zabaduldsa révén jon létre.

Minél nagyobb a pektin észterezettségi foka, anndl nagyebb mértékii az 509, viszkozitds-
csokkenés elérésével egyittjard aldehidfelszabadulas. Példaul tiszta pektinsavnil az 50%-os
viszkozitasesokkenést 0,3—2,09%, glikozidhidrolizis kiséri, 729, észterezettségii pektinnél kériilbeliil
15%, 100% észterezettség esetén (glikolészter) 57% [Matus (8)].

A jelen munka ezen tovibbmenSleg rdmutat arra a szakirodalomban eddig
még nem vizsgélt tényre, hogy a zavarossagesikkenés is hasonlé értelmi viszonyban
van a viszkozitdscsokkenéssel. Szamszeriileg azonban itt a kép mas. Mig pédaul
50%-0s viszkozitascsékkenés 4—59, aldehidfelszabadulassal jar, addig a zavaros-
sagesokkends 12—209, kozott mozog; 75%-o0s viszkozitéscsokkenéshez 7—89,
aldehidfelszabadulas és 26—369;, zavarossigesokkenés tartozik.

Miutan akar lincvégi hidrolizis, akar »talilomra« tértén§ bontds (random
scission) esetén. — a Rayleigh-képlet figyelembevételével — a fényszérédas
és a viszkozitas valtozasinak linearis 6sszefiiggést kellene mutatnia, a fenti jelen-
ség a pektolizis folyamatdnak bonyolult mehanizmusara utal.

Usszefoglalés

1. A viszkozitismérések értékelése soran sikeriilt olyan §sszefiiggést talalni,
mely a nyert adatok kinetikai értelmezésére és az enzimkészitmények aktivitasdnak
kifejezésére alkalmasnak latszik. '

2. Az igy kapott »reakciésebességi dllandék« arra vallanak, hogy a lejatszods
reakciok bruttd renddsége = 1.

3. A reakciGsebességi dllandékbél az »aktivalasi energia« értéke 14,400 cal/mol
koriilinek adddik.

4. Megkiséreltiik a pektolizis folyamatat az eddig leirt mdédszerek mellett,
illetgleg azok helyett egy, a pektin-irodalomban eddig nem szerepl§ eljarassal,
a zavarossigméréssel nyomon kévetni.
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5. Az adatok azt mutatjik, hogy idébeli sorrendben a pektinbontis sorin

,

elGszor az oldat viszkozitasa csikken, ennek a folyamatnak egy késébbi szakaszaban
indul meg a zavarossig erbsebb csokkenése ; a pektolizist végiil a glikozidkotések
gyorsabb iitemi felszabadulasa fejezi be. Ez utébbinak gyorsulé szakaszédban
viszkozitasvaltozds mar nines.

A jelen munka kisérleti részében nyujtott hathatés segitségéért eziton is
kiszonetet kell mondanom Asvany Akos kartarsnak (Szslészeti Kutaté Intézet).

Erkezett : 1953. dprilis 22.

Irodalem

1. Ekenstam, 4. af: Uber dic Celluloselésungen in Mineralsiuren, Lund, 1936, — ref.:
Husemann et al., 1, cit.

2. Féldidk, G., Pallay, I., Vamos, R., & Zakar, P. : Asvényolaj ¢s Foldgdz Kisérleti Intézet
10. sz. kozleménye.

3. Husemann, E.. Loés, E. & Létterle, R, : Die makromol. Chemie, 6. 163, 1951.

4. Jermyn, M. A. & Tomkins, R. G.: Bioch. J., 47. 437. 1950.

5. Kertesz, Z, I.: J. Am. Chem. Soc,, 61, 2544, 1939,

6. Kyslink, V.: O ucinnosti filtracnich enzymu pri pektolyse ovoenych stiv, Prumyslové
Vydavatelstvi, Praha, 1950.

1. Lineweaver, H. & Jansen, E. F.: Advances in Enzymology, 11. 267, 1951,

8. Matus, J.: Ber. schweiz. bot. Ges., 58. 319, 1948.

9. Merrill, R. C. & Weeks, M : J. Ann. Chem. Soc., 67. 2244, 1945.

10. Neugebauer. Th.: Aunn. d. Physik, 42, 509, 1942—43.

11. Reid, W. W.: J. Sei. Food & Agric., 1. 234, 1950.

12. Schubert, E.: Schweizer Brauerci-Rundschau, 62. S. 3, Nr. 3—4, 1951.

13. Schulz, G, V. & Harborth, G.: Die makromol. Chemie, 2, 187, 1948.

14. Staudinger, H. : Die hochmolekularen organischen Verbindungen, Springer, Berlin, 1932,

15. Weber, F. & Deuel, H.: Mitt. Lebensm.-Unters. u.-Hygiene, 36. 368, 1945.

HCCIENOBAHHE INEKTOJIU3A
K. Bam

‘HcenefoBarebeKii  HHCTATYT KOHCEPBHOM, MSCHOH H XOJOJMABLHOE NPOMBILIICHHOCTH,
By panemr

BoeBOaH

BbL10 HeeeJOBAHO HECKOJILKO MeTO/J0B (JepMEHTATHBHOI'O PA3JI0KEeHHST IEKTHHA H OIeHKH
pasyiaraouwero jedcreusa. HcnonbsoBanHble (epMeHTATHBHBE Mpenapathi OBUIH YACTHYHO HHO-
CTPAHHOro npoHexoyacHus ([TerkrHHoM K A0, KOHB.), 0THYACTH e ChIphie TIpelapaThl coGCTBeH-
uoro mpouasoictea (Aspergillus, Penicillium, Fusarium). B xauecrBe cyGerpara OblT IpHMeHeH
NEKTHHOBEH  MOPOmOK (A0109HLH MEKTHH, MEeTOKCHIH30BAHHOCTBIO NpUMepHO B 30%), ¢ ommoit
CTOPOHBI, 1 ecTeCTBeHHbIH, HATHBHEIA NMEeKTHH (CBe)KHe ()PYKTOBblE COKH), KOHCEPBHDOBAHHLIA
0,15—0,2%-0x OcH30HHOKHCIOT0O HATpPHS, C JAPYToH.

Bsskocrb OBUIA M3MepeHA BHJOM3MEHEHHLIM BHCKOSHMeTpoM THHA OctBambfa (pHe. 4)
(oGBIKHOBEHHO Ha TemIeparype B 25°), ofbluHO Ha 06pasmax, OUMUIEHHBIX 10-MHHYTHBIM L[EHTPH-
{yrapoBanrem ckopocthio B 3000 oboporax B MHHYTY. — PelyKuHOHHasi cHOCOGHOCTL Ghuia
HamepeHa meTofom Buubirerepa M Iypgens (mo cmocody Jxepmuua u Tomkunca). — Heenego-
BaHHe MYTHOCTH I[IPOMCXOAHIIO M3amepeHHeM (mocpeacTBoM doromerpa IlyabpHxa) NOFJIOmEeHHs
-ceera (6650 A), npomymeHHoro wepes 0Gpasmupl, LEHTPHQY IHPOBAHHbIE BhIlIEeY KA3aHHBIM METO/IOM,
C OZHOH CTOPOHBI, W ONpefleleHHeM PACCESIHHOIO CBeTa IOCpPemcTBOM Hedenomerpa Ilyabdipuxa,
¢ apyroi (duastp P. 2: 5330 A, crexio Ne 4 st cpaBHHBaHHS npofHupKa aHamerpa 18 mm).

Ilpy u3yueHHH yMeHBIIEHHS BASKOCTH OLIIO HCCIENOBAaHO BJHSHHE KavuecTBa H KOH-
UEHTPaKH (iepMeHT2 HA DACTBOPEI DNEKTHHOBOTO IOPONIKA (pHc. 2) H Ha COK 3eMJas-
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HHKH (pHe. 3), 4 TaKoKe BIHSIHHE TCMIEPATY PBX Ha PacTBOPH NEKTHHa (tabi. 1, puc. 5). Brug
CAeJaHbl NMONLITKH KHHeTHYEeCKOH 0].18}{}(51 N0JXyyeHHBIX AAHHBIX MpHMeHeHHEeM TNIPHOJIH3HTENb-
HOH (hopMy ikl IKeHmITaMa, PAsPaBoTanHOd MM THAPOIMIA KIETYATIKH KHCI0TOH ¢

1
Be b (L _ _1_]
=2y (P, Py

e K = KOHCTAHTA CKOPOCTH H3MeHCHHS BASKOCTH, Py U P, = Crenedy IOJHMEDH3ANHH, 0THO-
CAIMecs K MOMEHTaM {; H f,. Eenu sameHHrs £, u P, crenupHdecKHMH BeJHUHHAMM BSIZKOCTH
(n3P), B obieM MONYUAKTCA AOBOJBHO TOCTOSIHEbE BeJHMUYHHL K (32 HCKJIHOUeHHeM (hPYKTOBBIX
COKOB, cM. Tabu. 2). IT0 yKazhHBaeT Ha TO, Y10 TIpollece Y MeHbIIEHHST BASKOCTH MPOTeKAET, [10BH-
AHMOMY, COTJIACHO KHHCTHYECKHM IIPABHJIAM KakoH-aubo mepBocTemeHHOR peaxknud. Benuwunga
K moBmlmacercs MapajnenabHO ¢ yBeJHUYEHHeM ROHHEHTPELHHH QIBpM&HTOB H NOBBIIMIEHHEM TeMe-
patypst (puc. 6 B 7). »DHEPrHA AKTHBH3ALHH« IIponecca — okomTo 14,4 Kr Kay/mou, — BelHuuHb
K 0ueBMIHO NPHTOAHBL /I BBIPAXKEHHST OTHOCHITeNbHOH o()()eKTHBHOCTH TIPENAPaToB (hepmeHTOB.

XOpowum 0Ka3amcs A HIMEPEHHST aKT MBHOCTH TAKXKe H cOocod KHsnHHKA, OCHO-
BaHHLIH Ha »CTENCHb PassoyKeHHs« Bebepa n Heifens. IIpH onpegeseHHH »CTAHJAAPTHOH MEKTOJH-
THUECKOH CHIIble (T. €. KOHIUEHTPAUHH (ePMEHTO B, BH3BIBAIOME] mpu pH 3,5—-3,9 1 20°C B Teue-
nue 6 wacos 85%-Hoe cmenmpHueckoe yMeHbIIeHHe B3KOCTH B SIGIOYHOM COKe, copepiKameM
0,2%, MeKTHHA MCTHJH30BAHHOCTHIO B 70 — 75%) (puc. 8), B ciryuae MeHbIIET0 WHMC/IA H3MeDPEHH,
MOX(HO TIOBBICHTL HANCKHOCTL HHTEPHOJNSAUHH, @ENM HAHECTH KOHIEHTpPALMIO (ePMEHTOB B JIOTA-
pumuueckom macmrade. ITo muenuio Peliga, B KpaiiHeM [0 CTENEHH pa3JIoXKeHHs MPHMEPHO-
B 80%, Habmoaercs JIMHeapHAs CBSSb MEXIY CTeNeHbI0 PA3NOXKeHHS W KOHUEHTpalueil gepmen-
TOB (pHc. 9).

Jlanubie 0 criocobHOCTH pPeryKUHHA Hona, II0JIy YeHHbIE PAa3THYHLIMH NpeNapaTaMH IleceHH
(puc. 10), He MOTyT paccMATpPHBATLCH peaKUMEH uu nepBoi, HU BTOPOH CTemeHH.

Jlisi_cIpejlefieHHsT MEKTOIM3A [0 CHX TIOD He NPHMEHSIIOCH KOMHYECTEEHHOE H3MepeHHe
MYTHOCTH, JlaHHble HAacTOsimeH CTATLH YKASHBAIOT HA TO, UTO MOYKHO XOpOou0 CIEJHTh 3a TIpo-
UeccoM pagnodielHsT eKTHHA, 0coGeHHO Heietomerpom. Jlerko yaaerca MaydeHHe BIHSHHS Ho-
MEHEHHLIX KOHUEHTpauUit (hepreHToB (pHC. 11) B remmeparyp (radn. 3, pue. 12) Ha orcraupanHe
PACTBOPOB [IEKTHHA MYyTEM H3MEPEHHS MYTHOCTH.

Ecau 1P HCKAHHH CBAISH MY Pely KILHOHHOM CHOCOGHOCTRIO, MYTHOCTBIO U H3MEHCHHEM
BAZKOCTH OTMETHTCA MYTHOCTh HJIM COAEP)KAHHWE CBOGOMHEIX AJLACTHA0B B 3ABHCHMOCTH OT BCET-
AAWHell CHeUH(UICCKOH BASKOCTH (Tadsl. 4, puc. 14 U 15), MOKHO yCTAHOBHTb, YTO IIPH Pa3o-
JKCHHH TCKTHHA BHAAJE yMCHBLIIAETCS DASKOCTH PACTROPA, YCHIECHHOE JKe yMeHbIIeHHe MyT-
HOCTH HAauHHAETCs Ha GoJlee MO3JHEM ITAIe ITOF'O Mpolecea. HaKoHell, TIEKTOJH3 KOHUAETCS BoJlee
OLICTPLIM OCBODOIKICHHEM TIIOKO3HAHEIX CBAI3EH,

Puc. 1. BiHsiAMe NeKTONHTHYCCKHX (hepMEHTOR Ha NeKTHHOBY 10  MoJekyny, ITo Jledn-
BuUBepY H fHzeHy (1950 r.).

Puec. 2. Biuauue kayectBa M KOHIIEHTpAaUHU Tipenapara (epMeHTOB Ha H3MeHeHHe
BH3IKOCTH pACTBOpPA MeKTHHA,

1:0e3 (epMmeHTOB

2: 0,01 % nmpenapara Qepmentos Ne 850. 2. 2, 3. coOCTBEHHOT0 NPOH3BOACTEA

3 :0,10 9% npemapata (epmentoB Ne 850. 2. 2. 3. coGCTBEHHOrO NIPOH3BOJCT BA

4 : 0,01 9% Hexrunon K

5 : 0,10 9% MNextunon K

Hauanbubi#t vsp = 1,80 (25° C), pH = 3,6, passomenne npH 24° C.

Oppunara @ msp (B % 0T HAYATLHOR Be THWHHM), aficHEHCEa : NPOLOJHKATEIBHOCTD PA3JI0-
JKEHHS (B dacax).

Puc. 3. BinAAHe KavecTBAa M KOHUEHTPAUMM Ipelapara (pepMeHTOR Ha H3MEHEHHe
DSA3KOCTH COKA 3eMJISHHKH.

1 : Ges depmeHTOB

2: 0,01 9% Ne 850. 2. 2. 3. unm Iektunon K

3 :0,10 9 Ne 850. 2. 2. 3. uin Mexrunon K. Hayanbueii nsp = 3,714 (22° C), pH =
3,8, pasnoxenue npd 22° C. OpapHata: %sp (B 9, HavaJbHOH BeJTHYHHEL) ; abcnHeca @ IPOAOTI-
JKHTENILHOCTE PAsJIOKeHHS (B vacax).

Puec. 4. BupousveHeRHMH BHcKo3MMeTp OcrBajibia, ynorpebleHHEH B oneitax (mo
Qenpauary, Pannad, Bamomy H 3axapy).

Puec. 5. Poab temmepaTyp B M3MEHEHHH BSSKOCTH DACTBODA IEKTHHA I0] BIHSHHEM
Qepmentos. HavanpHeil msp = 3,4 (25° C), pH = 3,9; 0,29 npemapara depmentoB Ne 902. 1,
05CTB2HH OO MPOHIBOACTBA. OpmHHATA: 7sp (B O 0T HavyasibHON BeJIHYHHLL) ; abcmMecea:
CPOJOJKHTENb HOCTh PAa3JOKeHHS (B uacax).

n Puc. 6. CBsAsb Mexxay KOHIeHTpauHeil (epMeHTOB H aKTHBHOCTBIO,
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1:850. 2. 2.3. 2 : Mexruson K. Pacrsop OEKTHHA | HavambHmi ms; = 1,80 (25°
C), pH = 3,6, passnoxenue npu 24° C, Opaunara ; JOTAPHGM KOHCTAHT L (K), BEHIYHCIIEHHOK
H3 yMeHbIIEHHSI BA3KOCTH; adcuHca: JorapH@m KOHOEHT PALIHH ()epMeHTOR (%).

Puc. 7. Cesisb mexay TEMNIEPATY POH W CKOPOCTBIO PA3IIOyKeHHs. IMexTHHOBBIH pacTiop;
HauayupHel 7sp = 3,4 (25°C), pH = 3,9, 0,2% npenapara (bepmentor Ne 902, 1.

Opaupara @ JlorapHM KOHCTAHTEL CKOPOCTH pasioyKeHHsT ; abenucea : ofparHas Benn-
uHHA abcooTHOH temnepatypel (T). :

Puec. 8. Onpegenenne 3(MpeKTHBHOCTH Tpex penapaTor dQepmenror (NeNe 964, 2,
964. 11. w 864. 31.). 1 : Mpenapar Ne 964. 2.2 : lpemapar Ne 964, 11, 3 : Mpenapar Ne
964. 31, donouubi COK; Msp OT NexrTHHa = 3,50 (19,50 C), pH:—.3,2, TPOJOJDKATENBHOCTD  PasIo-
YKeHHSI ipu 20—21°C = 6 uacos. OpaHHAaTa ; CTeneHb PA3J103KeHNs ; abelMcea: KOHIEHTPALHS
iepmentos (r/100 mn).— [pusevanne. B nanusxy cioBusx 1 kr npenaparoB olecreunBan 859 -10e
pasnoXkeHHe B CJEAYIOUWEM KOJMYECTBE BbIICYKAa3aHHOIO (bPyKIOBOTO COKA: 064, 2 - B

1000) , 964. 11. — B 667 n(: Eﬁ], 964.31. — B 183 1 w}
I, 1,5 5,46

P uc. 9. Onpejesienne adeKTHBHOCTH Tpex NPENapaToB diepMentoB. 1 : mpemapar Mo
964. 2. 2 : npemapar Ne 964, 11. 3 : npemapar Ne 064. 31. Opamnara: crenelt passioskeHus ;
afcuucca @ JIOTapH(pM KOHUEHTPALHH (hepMeHTOB (r/r1) (YCHOBMSI OMBITa CM. Ha puc. 8).

Puc. 10. TloBulmeHie cogepyaHHS! CBOGOLHBLIX ANBJETHAOB B PACTBOPe MEKTHHA 0]
BIAHAH{EM PA3JIMUHBIX TpenapatoB jepmentoB. K 1% -uomy PACTBOPY NMeKTHHA R0GABJICHO (IPH
18°C) 20 o0beMHLIX %, BEreTALHOHHBIX PACTBOPOB CIEAYIOWMMX IjieceHed : 1 : 4% -Hasm BpIT-
SDKKa M3 npemapara [Mexrnron K. 2 @ B 468: Penic. sp. 3 : C 196 : Fusarium Asp. 4 : N
152 : Aspergillus foetidus. 5 : N 175 : Aspergillus foelidus. 6 : V T7: Asperg, sp.

Oppunara : notpeGienne Hoga 10 MI-aMH PeakuHOHUOM cMecH (B mu 0,IN I,); abeuucea :
NPOAODKUTEIBHOCTL pasioxeHHsi (IpH 18°C, B gacax).

Punc. 11. Bausamue kauecrna HOHUEHTPAIHH Npenapata (IEPMeHTOB HA MHIMeHeHHe
MyTHOCTH COKA 3eMJAHHKH. 1 : Oes cOpaborkm 2 : 0,019 mnpemapata Ne 850. 2. 2. 3. 3:
0,10%, npenapara Ne 850. 2. 2, 3, 4 ; 0,01% Texrumom K 5 : 0,109, Tekrunon K

HaganbHasti MyTHOCTB: OKCTHHKLIHOHIBI MOIYJTb TIpH 6650 A : 1,05, RauajbHB
7sp = 3,74 (25° C), pH = 3,8, paanoxenne npu 22° C. Opfunara : MYTHOCTE (B 9%, 0T HayaJIbHOM
BETHUHHBI) ; abclHeca @ NPOJOMKHUTCIBHOCTE pazoyKeHHsT (B wacax),

Puc. 12. Poab TemmepaTyps B HaMeHCHeHHH MYTHOCTH PacTBOPAa HEeKTHHA M0J BJIHSI-
HHem (epmenToB. Hauanenas MyTHOCTE : 856, Hava i bHbi Msp = 3,4 (25°C), pH = 3,9; 0,29,
ipenapara (epmenror MNe 902. 1. OpniumaTa : MyTHOCTH (B % OT HAYAJbHOR BeJIHYHHB) ; abc-
HHeea @ NIPOTODKHTENLHOCTD  PA3JIONEHHS] (B wacax).

Pitc. 13. BiHsHHe pAasiuulLIX WITAMMOB TUleceHel Ha OTCTAHBAHHE COKA KPBLKOBHHKA.
(Pukcamisn thoTorpagupoBaHtenm.).

Puc. 14. Cpsass MENTY HIMEHCHHCM MYTHOCTH, BSISKOCTH M COJAEP>KAHHS CBOGOIHBIX
47bACTHA0B TIPH pA3JOKEHHH [EeKTHHA (J)ePMEHTAMH.

1 : cBABH Meay CONEPIKAHHEM CBOGOIHBIX AJbJETHAOR M BSIBKOCTHIO

2 ! CBRZb MY MYTHOCTBIO H BSIBKOCTBLI

PAcTBOp mektHHA ; HavalbHBOL 7gp = 1,80 (25° C), navambHas myTHOCTH = 554, maKeu-
MyM norpebneHust moaa : 11,09 ma1 0,1 N I, (10 ma peakuuounoii cmécH, pH = 3,6, paziowxenue
npu 24° C 0,01, 0,10 1 1,0%-usmu npenapatamu Herrugon K, 4 No 850, 2. 2, 3. OpaHuark: coeBa:
MYTHOCTEL (B %, OT HAYaJLHOI BelHYHHH), CIIpaBa : KOHICHTPALHST 0CBOGOMIEHHBIX aJIbIErHI0B
(2 % obwero cogepxanus anbJeriioB) ; abcudeca @ crenuiHyecKass BA3KOCTb (B % OT HAayajb-
HOH BeJIHYHHBHI).

Puc. 15. CBssk Me Ay HIMEHCHHEM MYTHOCTH H BSISKOCTH IIPH PA3JIOMEHHH TeKTHHA
(epmentamu. PacTBOP NeKTHHA ; HauaJbHeH msp = 3,4 (25° C), navanpHas myTHOCTL — 856,
pH = 3,9; 0,2% npemapara gepmentor Ne 902, 1.; paanosxemre npu 5° C. OppuHAaTa @ MyT-
mOCTh (B 95 0T HAYATLHOM BesHuMHBY) ; alcuucea : %sp (B % or HavainHOlH DEJTHYHHBL),

9[]911[:

Untersuchungen iiber den enzymatischen Pektinabban
K. VA4S
Fors<chungsanstalt fir die Konserven-, Fleisch-, und Kiéltcindustrie, Budapest
Zusammenfassung

Mehrere Methoden zum enzymatischen Abbau von Peltin und zur Auswertung der Abbau-
wirkung wurden untersucht. Die angewendeten Enzympriiparate waren teils Handelserzeugnisse
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(Pektinol X dopp. konz.), teils selbst hergestellte CAspergillus, Penicillium, Fusarium) Rohpriparate.
Als Substrat dienten mit 0,2% Natriumbenzoat haltbargemachte Lésungen von Apfelpektin
(Veresterungsgrad cca. 30%) und von nativem Pektin (frische Fruchtsifte).

Die Viskosititsmessungen wurden in 1 odifizierten Ostwaldschen Viskosimetern ausge-
fithrt (Abb. 4.) mit Proben, die 10 Minuten larag gentrifugiert (3000 Umdrehungen pro Minute)
und dann dekantiert wurden. — Die Bestimmung des Reduktionsvermigens erfolgte mach der
Methode von Willstditer und Schudel (in der Ausfithrung von Jermyn und Tomkins). — Die Triibung
wurde in den zentrifugierten (s. oben) Proben teils durch Bestimmung des durchgelassenen Lichtes
(bei 6630 bzw. 7500 A), teils durch Messung des gestreuten Lichtes [Filter L 2(3530 A), Vergleichs-
glas 4, Reagenzglasdurchmesser 18 mm] im Pulfrich-Nephelometer untersucht.

Beim Studium der Viskosititsverminderung wurde die Wirkung der Art und Konzentration
der Enzympriiparate auf Pektinlgsungen (Abb. 2) und Erdbeerencaft (Abb. 3), sowie der Einfluss
der Temperatur auf die Pektolyse (Tab. 1, Abb. 5) festgestellt. Es wurde versucht die erhaltenen

Zahlen mit der von Ekenstam auf die Siurehydrol'yse von Zellulose aufgestellten Niherungsgleichung
auszuwerten :

wo k die Geschwindigkeitskonstante der Hydrolyse, P; und P, die zu den Zeiten ¢, und 1y
bestimmten Polymerisationsgrade bedeuten. Nach Ersetzen von P, und P, in der obigen Gleichung
durch die spezifischen Viskositiitswerte (nsp), wurden im allgemeinen (mit der Ausnahme von
Fruchtsiften) ziemlich konstante Zahlenfiir k erhialten (Tab. 2), was so gedeutet werden kann, dass
die Viskositdtsverminderung scheinbar die Regelmiissigkeiten einer Reaktion erster Ordnung ver-
folgt. — Der Wert von k steigt mit der Enzymkonzentration und der Temperatur parallel an
(Abb. 6 und 7). Die »Aktivierungsenergie« des Prozesses ergibt sich zu etwa 14,4 Cal./Mol.
Dieser bei enzymatischen Reaktionen ziemlich hohe Wert deutet darauf hin, dass die Herab-
setzung der Viskositat hier, wie auch bei der Hitzebehandlung (Merrill und Weeks), durch
Glykosidhydrolyse, d.h. durch Trennung priméirer Bindungen erfolgt. Die Aktivierungsenergie
der Trennung sekundirer Bindungen (Wasserstoffbindungen, van der Waals Krifte usw.) pflegt
auch ohne enzymatische Katalyse nicht iiber 9,0 Cal./Mol. zu liegen,

Die k-Werte scheinen geeignet zu sein, die relative Aktivitiit von Enzympriparaten
auszudriicken.

Zuar Bestimmung der Aktivitit kann auch die auf die »Abbauzahl« { Weber und Deuel)
gegriindete Kyzlinksche Methode mit Erfolg herangezogen werden. Bei der Bestimmung der durch
den letztgenannten Autor eingefiihrten »genormten pektolytischen Kraft« [die Menge (in Liter)
mit 0,2%, Pektin (Veresterungsgrad 70—75%,) versetsten Apfelsaftes, die bei 20° C und pH = 3,5—3,9
von 1 kg des Enzympriiparates in 6 Stunden zu 859%, abgebaut werden : Abb. 8] kann die Genanig-
keit der Intrapolation erhéht werden, wenn die Enzymkonzentration in logarithmischem Massstab
aufgetragen wird. Nach Reid zeigt nimlich — wenigstens unterhalb der Abbauzahl 80%, — die
Abbauzahl und der Logarithmus der Enzymkonzentration einen linearen Zusammenhang (Abb. 9.),

Die mit verschiedenen Pilzkulturen erhaltenen Angaben iiber den Jodverbrauch (Abb. 10)
konnten weder als eine Reaktion erster, noch als eine solche zweiter Ordnung gedeutet werden.

Zum Studium der Pektolyse sind quantitative Trithungsmessungen in der Literatur
bisher nicht vorgeschlagen worden. Die Untersuchungen zeigten, dass der Pektinabbau besonders
auf nephelometrischemn Wege gut verfolgt werden kann, Der Einfluss des Variierens der Enzym-
konzentration (Abb. 11) und der Temperatur (Tab. 3, Abb. 12) auf die Klirung von Pektinlésungen
kann mittels Tritbungsmessungen erfolgreich studiert werden.

Wenn, um den Zusammenhang der Anderung von Reduktionsvermdgen, Tritbung und
Viskositit zu finden, die Triitbung bzw. die freie Aldehydkonzentration als Funktionen der spezi-
fischen Viskositit aufgetragen werden (Tab, 4, Abb. 14 und 15), so ist es festzustellen, dass withrend
des Pektinabbaus anfangs nur eine Erniedrigung der Viskositit, dann eine stirkere Abnahme der
Triibung und zuletzt die beschleunigte Zunahme an freien Aldehydgruppen eintreten.

Abb. 1. Einwirkung pektolytischer Enzyme auf das Pektinmolekiil, nach Lineweaver und
Jansen (1951).

Abb. 2. Einfluss von Art und Konzentration des Enzympriiparates auf die Viskosititsinde-
rung von Pektinlgsungen. 1:ohne Enzym. 2:0,01% des sclbst hergestellten Priiparates Nr. 850.
2. 2.3., 3:0,109 des selbst hergestellten Priparates Nr.850. 2, 2, 3., 4: 0,019% Pektinol K. 5: 0,109,
Pektinol K. Anfangsviskositdt: mgp = 1,80 (25° C), pH = 3,6, Abbau bei 24° C. Ordinate: Nsp in %
des Anfangswertes ; Abszisse : Dauer der Einwirkung in Stunden.

Abb. 3, Hinfluss von Art und Konzentration des Enzympriparates auf die Viskosicits-
#inderung von Erdbeerensaft. 1 : ohne Enzym. 2 : 0,019, Priiparat Nr. 850. 2. 2. 3. bzw. Pektinol K.
3:0,10% Priparat Nr. 850. 2. 2.-3. bzw. Pektinol K. Anfangsviskositiit: =g = 3.74 (22° C),
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PH = 3.8, Abbau bei 22° C. Ordinate : Nsp in % des Anfangswertes; Abszisse : Dauer der Ein-
wirkung in Stunden.

Abb, 4, Das bei den Versuchen angewandte modifizierte Ostwaldsche Viskosimeter (nach
Fildiak, Pallay, Vimos und Zakar).

Abb. 5. Einfluss der Temperatur auf die enzymatische Viskositiitsinderung von Pektin-
16sungen. Anfangsviskositiit : g = 3,4 (25° C), pH = 3,9; Abbau mit 0,2%, Priparat Nr. 902.1,
Ordinate : 7gp in 9, des Anfangswertes ; Abszisse : Dauer der Einwirkung in Stunden.

Abb. 6. Zusammenhang zwischen Enzymkonzentration und Aktivitit, 1 - Priiparat Nr.
850.2. 2.3, 2: Pektinol K. Pektinlésung ; Anfangsviskositit : fsp = 1,80 (25°C), pH = 3,6;
Abbau bei 24° C. Ordinate: Togarithmus der aus der Viskositiitsverminderung berechneten
»Gesehwindigkeitskonstante« (k) ; Abszisse : Logarithmus der Enzymkonzentration (9%).

Abb, 7. Zusammenhang zwischen Temperatur und Geschwindigkeit des Abbaus. Pektin-
losung ; Anfangsviskositiit : Nsp = 3,4 (25° C), pH = 3,9; 0,29 Priparat Nr. 902. 1. Ordinate :
Logarithmus der »Geschwindigkeitskonstante« (k) des Abbaus ; Abszisse : der reziproke Wert der
absoluten Temperatur (T). '

Abb. 8. Bestimmung der Aktivitit von drei Enzympriparaten. 1 : Priiparat Nr. 964. 2.,
2 : Priiparat Nr. 964, 11,3 : Priparat Nr. 964.31. Apfelsaft; von Pektin verursachte Anfangs-
viskositidt (nach Subtraktion des Wertes bei vollkommener Spaltung) m;p = 3,50 (19,5 °C)
pH = 3.2 ; Abbau : 6 Stunden bei 20—21 °C. Ordinate : Abbauzahl 3 Abszisse: Enzymkonzentration
(g/dl). — Anmerkung: unter den obigen Bedingungen kann eine Viskosititsverminderung von 859,
durch 1 kg Priiparat Nr. 964. 2. in (1000/1,1 =) 909 Liter, durch 1 kg Priparat Nr. 964, 11, in
(1000/1,5 =) 607 Liter und durch 1 kg Priiparat Nr. 964, 31, in (1000/5,46 =) 183 Liter Apfelsaft
herbeigefiihrt werden.

Abb. 9. Bestimmung der Aktivitit von drei Enzympriparaten. 1: Priiparat Nr. 964, 2.,
2 : Priiparat Nr. 964. 11., 3 : Priparat Nr. 964.31. Ordinate : Abbauzahl ; Abszisse : Logarithmus
der Enzymkonzentration (g/hl). (Versuchsverhiiltnisse : wie bei Abb. 8.).

Abb. 10. Zunahme des freien Aldehydgehaltes von Pektinlgsungen unter der Einwirkung
verschiedener Enzymlgsungen. Zumehreren Mustern ciner 1%-igen Pektinlésung wurden 20 Vol %,
von den folgenden Enzymlésungen hinzugefiigt : 1 : 49%-iger Extrakt aus Pektinol K., 2 ; Kultur-
flissigkeit des Pilzstammes B 468 : Penic. sp., 3 : Kulturfliissigkeit des Pilzstammes C 196 : Fusa-
rium sp., 4: Rulturfliissigkeit des Pilzstammes N 152 : Asp. foetidus., 5: Kulturfliissigkeit des
Pilzstammes N 175 : Asp. foctidus., 6 : Kulturfliissigkeit des Pilzstammes V 77 : Asp. sp. Ordinate :
Jodverbrauch (ml 0,1 N I,) von 10 ml Reaktionsgemisch ; Abszisse : Dauer der Spaltung (bei 18 °C)
in Stunden, )

Abb. 11. Einfluss von Art und Konzentration des Enzympriparates auf die Anderung der
Trithung von Erdbeerensaft. 1 : ohne Enzym., 2:0.019, Préparat Nr. 850. 2. 2, 3., 3:0,10% Pripa-
rat Nr. 850. 3. 2. 3., 4:0,019% Pektinol K., 5: 0,109, Pektinol XK. Anfangstriibung : Extinktions-
modul bei 6650 A = 1.05; Anfangsviskositit : ngp — 3,74 (22 °C), pH = 3,8 ; Abbau bei 22 °C.
Ordinate : Triibung in 9%, des Anfangswertes ; Abszisse : Dauer der Einwirkung in Stunden.

Abb. 12. Einfluss der Temperatur auf die enzymatisch verursachte Triibungsinderung von
Pektinlosungen. Anfangswert der relativen Tritbung (gegen das Vergleichsglas 4) : 8569, Anfangs-
viskositit T msp = 3,4 (25 °C), pH = 3,9; 0,29}, Priiparat Nr. 902, T, Ordinate - Triibung in % des
Anfangswertes ; Abzisse : Dauer der Einwirkung in Stunden,

Abb, 13. Einwirkung von Kulturen verschiedener Pilzstimme auf die Kliarung von Stachel-
beerensaft (Photographische Registrierung).

Abb. 14. Zusammenhang zwischen Anderung der Tritbung, der Viskositit und des freien
Aldehydgehaltes beim enzymatischen Pektinabbau. 1 : Zusammenhang zwischen Gehalt an freiem
Aldehyd und Viskesitit. 2:Zusammenhang zwischen Triibung wnd Viskositat. Pektinlisung ;
Anfangsviskositit : mgp = 1,80 (25 °C), Anfangswert der relativen Tritbung : 5549, hochstmogli-
cher Wert des Jodverbrauchs: 11,09 ml 0,1 N1, pro 10 ml Reaktionsgemisch, pH = 3,6 ; Abban
bei 24 °C mit 0,01, 0,10 und 1,09, Pektinol K bzw. Préparat Nr. 850. 2. 2. 3. Ordinaten : links :
Tritbung in % des Anfangswertes, rechts : Konzentration des frei gewordenen Aldehyds in 9% der
Gesamtaldehydkonzentration ; Abszisse : spezifische Viskositiit in % des Anfangswertes.

Abb, 15. Zusammenhang zwischen Anderung der Triibung und der Viskositiit beim enzyma-
tischen Pektinabbau. Pektinlosung ; Anfangsviskositiit : Nsp = 3.4 (25 °C), Anfangswert der rela-
tiven Tritbung : 856%, pH = 3,9 ; 0,29, Priiparat Nr. 902. 1. ; Abbau bei 5 °C. Ordinate : Triitbung
in 9 des Anfangswertes ; Abszisse 1 msp in % des Anfangswertes.

Tab. 1. Einfluss der Temperatur auf die enzymatisch bewirkte Viskosititsinderung von
Pektinlésungen. Anfangsviskositiit: mgp = 3,4 (25°C), pH = 3,0, (1) Bezeichnung des Enzym-
priparates, (2) Dauer des Abbaus (Stunden), (3) spezifische Viskositiit der Lasung (25 °C) in 9%
des Anfangswertes, (4) Temperatur des Abbaus (°C), (5) ohne Enzym.

Tab. 2. Die Geschwindigkeit des enzymatischen Pektinabbas, (1) k (Stunden™ %), (2) Nummer
des Versuchs, (3) Enzympriiparat. (4) Substrat, (5) Pektinlésung, (6) Erdbeerensaft, (7) Substrat-

4
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konzentration (/o). (8) Anfangswert der spezifischien Viskositiit, (9) Enzymkonzentration (%), (10)
Temperatur (°C), (11) aus den Angaben der ewxsten Stunden berechneter Wert (kein Durch-
schnittswert).

T'ab. 3. Einfluss der Temperatur auf dic enzymatisch verursachte Triibungsinderung von
Pektinlgsungen. Anfangsviskositit : wsp = 3.4 (25°C), pH = 3,9. (1) Bezeichnung des Enzym-
priiparates, (2) Dauer des Abbaus (Stunden), (3) T'ritbung der Lisung (Nephelometerangaben in %,
des urspriinglichen Wertes), (4) Temperatur des Abbaus (°C), (5) ohne Enzym.

Tab. 4. Zusammenhang zwischen Anderung der Viskositit, des freien Aldehydgehaltes
und der Tribung beim enzymatischen Pcktinabbau, Pektinlésung : Anfangsviskositit : Nsp =
= 1,80 (25 “C), Anfangswert der relativen Tritbung : 5549, hichstméglicher Wert des Jodver-
brauches : 11,09 ml 0,1 N I, pro 10 ml Reaktionsgemisch, pH = 3,6. (1) Enzympriiparat, (2) Bezeich-
nung, (3) Konzentration (%), (4) Dauer der Enzy meinwirkung bei 24 °C (Stunden), (5) spezifische
Viskositiit der Losung bei 25 °C (in % des urspriinglichen Wertes), (6) frei gewordener Aldehyd
(in % des Gesamtaldehydgehaltes), (7) Tritbung (Nephelometerangaben in %, des Anfangswertes).

Investigations on the Enzymatic Degradation of Pectin
) K. VA4S
Institute for Research in Canning, Meat Packing and Refrigeration, Budapest
Summary

Several methods for measuring pectolysis and for the evaluation of enzyme activity have been
studied.

The enzyme preparations used were partly commercial products (Pektinol K dopp. konz.),
partly crude preparations made in this laboratory from moulds (Aspergillus, Penicillinm, and
Fusarium species), Powdered apple pectin (degree of esterification cca, 30 94), and native pectin
(i.¢. fresh fruit juices) served as substrates. (The solutions were preserved with 0,2%, of sodium benzo-~
ate.) — Viscosity was measured in a modified Ostwald viscometer (Fig. 4), usually at 25° C, and after
10 minutes of centrifugation at 3000 r. p. m. Reductive capacity was determined with the method of
Willstitter and Schudel as described by Jermyn and Tomkins. — Turbidity was studied partly by
measuring the absorption of light by centrifuged samples (see above) in a Pulfrich photometer, and
partly by determining their scattering of light in a Pulfrich nephelometer.

In the course of viscometric studies we tried to establish the effect of the quality and concen-
tration of the enzyme preparation on solutions of powdered pectin (Fig. 2.) and on strawherry juice
(Fig. 3.), and the effect of temperature on pectolysis (Table 1., Fig. 5.). A kinetic analysis of the data
obtained was attempted. Using the formula of Ekenistam, originally worked out for the acid hydrolysis
of cellulose (sce in the German summary above), fairly constant figures were obtained for k (Table 2.)
showing the decrease in viscosity of pure pectin solutions tobe a process which apparently follows
the rules of a first order reaction. The vaule of k increases with increase in enzyme concentration.
(Fig. 6.) and in temperature (Fig. 7.), The »energy of activation« of the process is ca. 14,4 Cals.;mol.
This comparatively high value for an enzymatic reaction suggests the decrease in viscosity to
be due to hydrolysis of glucoside bonds (Merrill and Weeks). This seems probable especially, if one
considers the fact that the activation energies for the breaking of secondary bonds (hydrogen
bonding, van der Waals forces) are usually not over 9 Cals./mol., even in the absence of catalysis. —
The k values scem to be suitable to express the relative potency of enzyme preparations.

Assay of activity can also be performed by Kyzlink’s procedure which is based on the estima-
tion of the »Abbauzahl« (Weber and Deuel). With this procedure of determining the »Standard
Pectolytic Power« (Fig. 8.), the accuracy of interpolation may be increased if enzyme concentrations
are plotted on a logarithmic scale (Fig. 9). This is possible since, according to Reid, the »Abbauzahl«
changes lincarly with the logarithm of enzyme concentration (at least to about an »Abbauzahl«
of 80 %).

/Data relating to todine-consumption of pectin solutions treated with different mould prepara-
tions (Fig. 10.) do not allow the assumption of a first or a second order reaction for the process of
liberation of aldehydes.

Estimation of turbidity as a means of measuring pectolysis has not as yet been proposed in
the literature. In the present study it is shown that the degradation of pectin can easily be followed
by nephelometry. The influence of variations in enzyme concentration (Fig. 11.), and in tempera-
ture (Table 3., Fig. 12) on the clarification of pectin solutions can be established by this method.

If in an attempt to find the correlation of changes in reductive capacity, turbidity, and
viscosity, the free aldehyde content and the turbidity are plotted as functions of specific viscosity
(Table 4., Figs. 14. and 15.), it will be apparent that, during pectolysis, viscosity decreases first, then
follows the decrease in turbidity, and lastly the liberation of aldehydes.



