Bulletin PV (Bratislava) Roé¢. 28(8), 1989, ¢. 4, s. 337 - 350

Pektolytické enzymy a metody stanovenia ich aktivity

KATARINA JURIKOVA

Sthrn. Prica sa zamerala na Standardizaciu metéd stanovenia aktivity pektolytickych
enzymov a na charakterizaciu pektinov ako substratov pektindz. Na stanovenie aktivity
pektolytickych enzymovych pripravkov, pre ktoré nie st vypracované metédy Komisie ex-
pertov FAO/WHO (JECFA), navrhuje sa pouzivat viskozimetricki metddu, aktivitu po-
lygalakturondzy stanovovat spektrofotometricky metédou redukujicich sacharidov a akti-
vitu pektinesterdazy metddou titrdcie uvolnovanych karboxylovych skupin.

Technické preparaty pektolytickych enzymov pouzivané v potravindrskom
priemysle pri spracovani ovocnych Stiav sd zlozit€ zmesi enzymov roznej $pe-
cifity. Obvykle obsahuji polygalakturondzy (EC 3.2.1.15, EC 3.2.1.67), pek-
tinlyazy (EC 4.2.2.2) a pektinesterazy (EC 3.1.1.11) v réznom pomere [1].
Priemyselne sa pripravuju z plesni (Aspergillus niger) [2], ale ich producentmi
mozu byt aj niektoré baktérie (Clostridium, Erwinia, Bacillus) [3-6] alebo
mozu byt rastlinného pévodu (pektinesterazy) [7]. Z Iudského intestindlneho
traktu sa izolovali dva druhy baktérii, Bacteroides pectinophilus a B. galactu-
ronicus, ktoré produkovali extracelularnu pektinesterdzu (EC 3.1.1.11) a
exopektatlyazu [8].

Endopolygalakturonaza v kombindcii s pektinesterdzou redukuje viskozitu
ovocnych §tiav, exopolygalakturondza degraduje molekuly kyseliny polyga-
lakturénovej na kyselinu oligogalaturénovi alebo monogalakturénovi [9].

Substratom pouzivanym na stanovenie aktivity pektolytickych enzymov si
pektiny, resp. kyslina pektinovd alebo pektan sodny. Pektin je polymér, ob-
sahujuci jednotky kyseliny D-galakturénovej, ktoré st viazané o-1,4-glykozi-
dickymi vizbami, a jej sodné, draselné, vdpenaté, prip. amoénne soli. Obsa-
hujt aj neutrdlne cukry, ako L-arabindzu, D-galaktozu a L-ramnoézu. Urcita
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¢ast volnych karboxylovych skupin kyseliny galakturonovej je esterifikovana
metanolom. Tato Cast sa oznacuje ako stuperi esterifikdcie pektinu a vyjadru-
je sa ako percento z celkového obsahu kyseliny galakturénovej [10].

Pektiny sa nachddzaju v rastlinnych tkanivach, ktoré vyplnaji medzibun-
kové priestory, tzv. stredné lamely. St to rozpustné, koloidné materidly, so
znacnou kapacitou absorpcie vody. Tvoria sa pocas zrenia ovocia z nerozpust-
n€ho prekurzora, tzv. protopektinu, ktory je ur¢itym sposobom viazany na
celulézové komponenty bunkovej steny [11]. Protopektin sa povazuje za ne-
rozpustny prekurzor vo vode rozpustného pektinu a nachddza sa v bunkovych
stenach [12].

Pektiny sa ziskavaju vodnou extrakciou vhodnych rastlinnych materidlov,
zvyéajne citrusovych plodov alebo jabik. V poslednom ¢ase sa podarilo ziskat
a charakterizovat pektin aj z kiwi [13]. Z vlastnosti charakterizujucich pek-
tiny ako substraty pektinaz su dolezité najma stupen polymerizacie, obsah
volnych karboxylovych skupin, esterifikovanych skupin, ¢istého pektinu
a vlhkosti [14]. Ini autori charakterizuju pektiny vzhladom na obsah kyseliny
galakturénovej a stupen €sterifikdcie [15, 16], ktory je dolezity pri postdeni
aktivity endopolygalakturondzy a pektinesterazy.

Na vyjadrenie aktivity pektolytickych enzymov sa pouzivaju jednotky, zis-
kané réznymi metédami a podmienkami stanovenia ich aktivity. Vyber meto-
dy stanovenia ich aktivity zavisi od skupiny enzymov, ktoré treba charakteri-
zovat.

S praktickym pouzivanim pektolytickych enzymov v potravinarstve pri ¢i-
reni ovocnych $tiav stvisi vyjadrovanie tzv. pektinolytickej aktivity, t.j. cel-
kovej schopnosti pektindz degradovat pektin. Metdda stanovenia je viskozi-
metrickd. Niektori autori sleduju pokles viskozity pektinového roztoku vply-
vom enzymu za pouzitia Oswaldovho kapilarneho viskozimetra [14, 17-19],
ini sleduju pokles viskozity jabl¢nej $tavy definovanych vlastnosti pomocou
Hopplerovho viskozimetra [20, 21]. Aktivita polygalakturonazy (EC
3.2.1.15) degradujicej molekuly kyseliny polygalakturénovej sa stanovuje
spektrofotometrickym sledovanim vzrastu redukujucich sacharidov pri pouzi-
ti kyseliny dinitrosalicylovej [18, 22-24] alebo Nelson-Somogyiho <¢inidla
[19, 25, 26]. Pektinesterdza (EC 3.1.1.11) katalyzuje deesterifikaciu pektinu,
pricom sa jej aktivita stanovuje titratnou analyzou uvolnenych karboxylo-
vych skupin alebo metanolu [27]. Enzymové aktivita sa zvy¢ajne vyjadruje
v ekvivalentoch esteru uvolneného za ¢asovi jednotku [28, 29]. Ini jednotku
pektinesterazy definuji ako mnozstvo enzymu, ktoré uvoliuje jeden pmol
titrovateInych karboxylovych skupin za ¢asovi jednotku za definovanych
podmienok [30].

Dalsi sposob vyjadrenia aktivity pektolytickych enzymov, s ktorym sa mo-
Zzeme stretnut pri pripravkoch zo zahranicia, je v jednotkach AJDU (apple
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juice depectinizing units). Tieto jednotky sa stanovuju korelaciou ¢asu depek-
tinizacie jabi¢nej Stavy definovanych vlastnosti nezndmou pektinazou s de-
pektinizacnym ¢asom $tandardnej pektindzy znamej aktivity — §tandardom F
[30, 31].

Na detekciu tvorby pektolytickych enzymov sa vyvinula i metéda pouziva-
juca Petriho misky s agarom obsahujicim pektin, zalozend na schopnosti vol-
nych karboxylovych skupin pektinu viazat farbivo. Tato metéda sa po uréi-
tom dopracovani moze stat i kvantitativnou, pretoZe je dostato¢ne citliva: de-
tek¢ny limit pre polygalakturondzu je 3,5 U, pre pektinmetylesterdazu 2.107
U a pre pektinlyazu 3.107 U [32].

Vzhladom na to, Ze FAO, resp. WHO nema zatial odporuicania pre $pecifi-
kéaciu pektolytickych enzymov, cielom prace bol vyber, optimalizicia a overe-
nie metdd vhodnych na stanovenie katalytickej aktivity pektinaz i na charak-
terizaciu pektinov ako ich substratov.

Material a metody

Enzymové pripravky. V praci sa pouzili tieto enzymové pripravky (ich p6-
vod je uvedeny v z4tvorke): Leozym (CSSR), Phylazyme-10 (MLR), Pektolas
(Holandsko), Pektindza (BLR).

Substrat. Ako substrat pektolytickych enzymov sa pouzivali pektiny rastlin-
ného povodu koncentracie 5 g.1"! jablénej $tavy, pochddzajice od roznych vy-
robcov: jabl¢né pektiny — bulharsky, vychodocesky, typ LM/400 Uniceptina
Bergamo, typ NS-2, typ NL-68, typ NB (NSR); citrusovy pektin typ A — ge-
nu pectin (Ddnsko), resp. kyselinu pektinovi pripravend v laboratériu (5 g.1™!
jabl¢nej Stavy).

Charakterizdcia substrdtu. Stanovenie obsahu volnych karboxylovych sku-
pin, ¢istého pektinu a vlhkosti susenim pri 70 °C 16 hodin sa robilo podla Na-
vrhu RVHP z r. 1987 [14]. Stanovenie obsahu kyseliny galakturénovej a stup-
fia esterifikdcie, ako aj straty vlhkosti suSenim pri 150 °C 2,5 h sa robilo podla
Navrhu PN 6/86 [15], ktora metodicky vychadza z postupov odporiac¢anych
Komisiou expertov pre potravinarske aditiva pri FAO/WHO [16].

Aktivita pektolytickych enzymov. Na stanovenie aktivity polygalakturondazy
(EC 3.2.1.15, EC 3.2.1.67) viskozimetricky sa pouzila metéda zaloZené na
merani zmeny viskozity pektinového roztoku v jabl¢nej Stave posobenim
pektolytickych enzfymov meranim ¢asu padu gul6¢ky medzi dvoma znackami
na Hopplerovom viskozimetri. Aktivita sa vyjadrila v stuptioch pektolytlckej
mohutnosti (°PM) [20, 21].
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Pri spektrofotometrickom merani aktivity polygalakturonazy (EC 3.2.1.15)
zalozenom na merani vzrastu redukujucich sacharidov pri pouziti Nelson-So-
mogyiho ¢inidla sa pouzila ako substrat kyselina pektinova (5 g.I"!). Aktivita
polygalakturondzy sa vyjadrila v nkataloch [24, 32-35].

Aktivita pektinesterdzy (EC 3.1.1.11) pri 30 °C sa stanovovala titraciou
uvolfiovanych karboxylovych skupin do neutralneho pH, pricom za jednotku
pektinesterazove] aktivity sa povazuje také mnozstvo esterickych skupin,
ktoré je hydrolyzované 1 g enzymového pripravku za 1 min pri 30 °C [14].

Principom stanovenia aktivity enzymov v AJDU jednotkach je porovnanie
¢asu potrebného na depektinizaciu jabl¢nej Stavy obsahujucej pektin (5 g.171)
pri pH 3,5 a 45 °C neznamym pripravkom k ¢asu depektinizacie standardom
F, ktory v 1 ml obsahuje 15 AJDU. Kone¢ny bod depektinizicie sa stanovil
pomocou 90 % izopropylalkoholu [36].

Bielkoviny sa stanovili postupom podla Lowryho a kol. [37].

Podrobny opis vsetkych pouzitych metdd sa nachadza v sprave pre priebez-
ni oponenturu vyskumnej ulohy Statneho planu RVT P11-529-810/04.01
[38].

Vysledky a diskusia

Charakterizdacia substratu

Pri stanovovani aktivity pektolytickych enzymov treba pouzit substrat defi-
novanych a zndmych vlastnosti, ktoré by mohli ovplyvnit vysledky stanoveni.

Charakterizacia pektinov ako substratov pektindz je zaloZzena na zistovani
obsahu volnych karboxylovych skupin, esterifikovanych skupin a ¢istého pek-
tinu. Pektiny musia splfaf aj kritérium obsahu vlhkosti, ktora nemé presaho-
vat 8 % [14].

Podla odporicani Komisie expertov pre potravinarske aditiva (JECFA) sa
pektiny charakterizuju o.i. vzhladom na obsah kyseliny galakturénovej, stu-
pen esterifikdcie a stratu vihkosti suSenim, ktora pri 105 °C za 2,5 h nema
prekrocit 12 % [16]. :

Obsah kyseliny galakturénovej v pektinoch pouzitych v tejto praci sa pohy-
boval od 72,3 do 79,2 % pektinu, stupen esterifikdcie bol od 59,9 do 79,2 %,
strata vlnkosti suSenim sa pohybovala od 9,2 do 12,46 % (tab. 1), ¢o je v sila-
de s kritériom, ktoré vyzaduje limit FAO/WHO [16]. Dva typy pektinov, a to
jablény bulharsky a jablény vychodocesky, sa charakterizovali aj postupmi
podla Ndavrhu RVHP normy na stanovenie aktivity pektolytickych enzymov
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Tabulka 1. Charakterizacia pektinov stanovend podla
Navrhu PN 6/86 a podla FAO, FNP [7]

Table 1. Pectine characterization determined according to

the Recommendation PN 6/86 and the FAO, FNP [7]

Obsah Stupet Strata
Pektin! kysel)my 5 esterifikacie? vl?ko‘st:
galakturénovej- (%] suSenim
[%] ’ [%]
jablény, bulharsky? a8 79.2 10.735
jablény, vychodocesky® 72,34 78.42 9,21
citrusovy, ddansky’ 74.82 71,8 9,8
jabl¢ny LM 400%
Unipectina, Bergamo 78.4 59.9 9,955
jablény, NS-2, NSR" 79,22 71,38 12,46

IPectine; 2Galacturonic acid content; “Degree of esterification; *Loss of humidity by drying;
SApple, Bulgarian; *Apple, East-Bohemian; ’Citrus, Danish; *Apple LM 400; *Apple NS-2,

FRG.

[14]. Obsah volnych karboxylovych skupin bol pri obidvoch pektinoch 4,2 %,
obsah esterifikovanych karboxylovych skupin bol pri bulharskom pektine
vys$i — 9,27 % ako pri vychodoceskom - 7,74 %, obsah ¢istého pektinu bol pri
bulharskom 55,66 %, pri vychodoCeskom 49 %. Obsah vlhkosti oboch pekti-
nov prekrocil limit povoleny v Navrhu normy z 8 na 14 %, pri¢om ani po
predlZzenom case suSenia na 32 hodin sa tdto hodnota nezmenila (tab. 2).

Tabul'ka 2. Charakterizacia pektinu stanovend podla Navrhu RVHP normy [14]
Table 2. Pectine characterization determined according to the Recommendation of
COMECON standard [14]

S S Obsah, Obsah vihkostis [%]
Pektin! volnych esterifikovanych|  ¢istého
COOH skupin® | COOH skupin® | pektinu* Sudenie Susenic
[%] (%] (%] 16.hod." | 32hod.
jableny,
bulharsky® 42 9.27 55,66 14,39 14,38
jableny
vychodocesky’ 42 7,74 49.0 14,03 14,04

'Pectine; *Content of free COOH groups: *Content of esterified COOH groups; *Content of pure
pectine; “Humitidy content; ®Drying of 16 h; "Drying of 32 h: Apple, Bulgarian: Anple, East-

Bohemian.
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Aktivita pektolytickych enzymov

Meranie aktivity viskozimetricky. Vzhladom na to, Ze Navrh ON na &esko-
slovesky enzymovy pripravok Leozym [12], vychddzajuci z prace prof. Kyz-
linka [11], predpisuje stanovenie aktivity na zdklade zniZovanie viskozity jabl-
¢nej $tavy po 6-hodinovej pektolyze pri 20 °C, v prvej ¢asti nasich experimen-
talnych prac sme sa zamerali na postidenie vhodnosti uvedenej metddy na sta-
novovanie aktivity pektolytickych enzymov. Mierou aktivity enzymu je $tan-
dardna pektolyticka mohutnost preparatu, ktora sa vyjadruje v stupfioch pek-
tolytickej mohutnosti (°PM). °PM uddva pocet litrov pektinovej $tavy, kto-
rych viskozita zniZi 1 kg pektolytického preparatu po 6 hodindch posobenia za
Standardnych podmienok préce o 85 % maximdlnej moznosti [11, 12]. Touto
metodou sme stanovili pektolytickd aktivitu enzgymového pripravku Leozym,
a to pouzitim viacerych pektinov domdcich i zahraniénych vyrobcov. Aktivita
Leozymu v zavislosti od pouzitého substratu sa pohybovala od 24697 do 42572
°PM (tab. 3).

Priebeh pektolyzy po 6-hodinovej hydrolyze znazorfiuje obrazok 1. V dal-
Sich experimentoch sa z dovodov dostupnosti a vhodnych vlastnosti pouzival
bulharsky pektin, s ktorym aktivita Leozymu stanovena pri 20 °C bola 30303 ¢
PM.

Pri definovani podmienok stanovenia aktivity enzymov v ststave SI sa od-
portca teplota 30 °C. Preto aktivita Leozymu a dvoch dalsich pektolytickych
enzymov sa stanovila i pri teplote 30 °C (tab. 4). ZvySenim teploty o 10 °C sa
aktivita enzymovych pripravkov zvysila 1,1 az 1,7-krat. Najvyssi rozdiel akti-
vit medzi 20 a 30 °C sa pozoroval pri najmenej aktivnom Phylazyme-10.

Tabulka 3. Aktivita Leozymu stanovena viskozimetricky pri 20 °C
podlia Navrhu ON [12] v zavislosti od povodu pouzitého pektinu
Table 3. Leozym activity viscosimetric determined at 20 °C according
to the Recommendation ON [12] in dependence on the origin of the pectine

Pektin! Al\mnlt\lpx;:l?zymu
jablény, bulharsky? i 30 303.03
jablény. vichodocesky ': 24 696.9
citrusovy. dansky” 31 526.,7
jablény LM 400°
Unipectina, Bergamo 34 482.76
i jablény NS-2, NSR’ 42 572

"Pectine; 2Leozym activity: *Apple, Bulgarian; *Apple. East-Bohemian; *Citrus, Danish: “Apple
LM 400; *Apple NS-2. FRG '
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Obr. 1. Porovnanie priebehu pektolyzy pésobenim Leozymu na pektin réznych vyrobcov.

A - stupen odburania pektinu po 6-hodinovej pektolyze pri 20 °C, E - koncentrdcia Leozymu.
L) @ bulharsky pektin. o 0 vychodocesky pektin, 0 — — — o dansky citrusovy
pekin, ® — .~ @ zdpadonemecky pektin LM 400, ® — — — @ zdpadonemecky pektin NS-2.

Fig. 1. Comparison of the pectolysis under the effect of Leozym on pectine of different
provenience. A - pectine degradation after 6-hour’s pectolysis at 20 °C, E - Leozym concentration.

® ® Bulgarian pectine, o o East-Bohemian pectine, 0 — — — o Danish citrus
pectine, ® — .— ® West German pectine LM 400. @ — — — @ West German pectine NS-2.

Tabul'ka 4. Vplyv teploty na aktivitu pektolytickych enzymovych pripravkov stanovenu

viskozimetricky po 6-hodinovej pektolyze
Table 4. The influence of temperature on the activity of pectolytic enzyme preparations
determined viscosimetrically after 6-hour’s pectolysis
I\ Aktivita® [°PM]
Enzymovy pripravok!
20°C 30¢C
Leozym 6 30 303 43 478
Phylazyme-10 1852 3333
Pektolas 52 027 58 820
'Enzyme preparation Activity.

Pri enzymovych pripravkoch Leozym, Phylazyme-10 a Pektolas sa porov- .
ndvala ich aktivita po uplynuti 6-hodinovej a 1-hodinovej hydrolyzy pektinu
pri 30 °C. Priebeh pektolyzy sledovany viskozimetricky znazorfiuje obrazok 2
a vypocitané tdaje o aktivite enzymovych pripravkov uvadza tabulka 5.
Z uvedenvch vysledkov vyplyva. Ze rychlost odbuarania pektinu je linearne za-
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Tabulka 5. Porovnanie aktivity

30 % (A)apo 6-

‘nzvmov po L-hodinovej pektolyze pri stupni odbuirania pektinu
inovej pektolvze pri stupni odbirania pektinu 85 % (B)

Table 5. Comparison of the activity of enzymes after I-hour’s pectolysis at 30% pectine
degradation (A} and after 6-hour’s pectolysis at 85% pectine degradation (B).

Enzymovy pripravok

Aktivita® ["PM]

A B
Leozym 28.571 43 478
Phylazyme-10 10 000 3333
Pektolas 77 000 58 823

'Enzyme preparation; “Activity.

visla od koncentracie enzymu iba v urcitom intervale koncentracii enzymo-
vych pripravkov a da sa exaktnejSie porovnat pri kratSich ¢asoch pektolyzy.
Na postdenie aktivity pektolytickych enzymov su teda vhodnejSie podmienky
1-hodinovej pektolyzy a stupenl odbirania pektinu 30 % ako 6-hodinova pek-
tolyza a stupent odbirania 85 %.

Na stanovenie aktivity pektolytickych enzymov sa podla Navrhu RVHP
normy [14] pouziva substrat zbaveny niektorych sprievodnych sacharidovych
zloziek a vdpenatych soli. Porovnal sa preto priebeh pektolyzy a aktivita en-
zymovych pripravkov Pektolas, Phylazyme-10, Pektindza pri pouZiti vyciste-
ného a nevydisteného pektinu. Zistilo sa, ze v pripade pektinov pouzitych
v tejto praci nema proces ich Cistenia signifikantny vplyv na pektolyticka ak-
tivitu sledovanych enzymovych pripravkov (tab. 6, obr. 3).

Stanovenie aktivity polygalakturondzy a pektinesterdzy. Pri troch pektoly-
tickych enzymovych pripravkoch, Leozym, Pektolas a Phylazyme-10, sa sta-
novila aktivita polygalakturondzy (EC 3.2.1.15) metédou merania vzrastu re-
dukujicich sacharidov vzniknutych po hydrolyze kyseliny pektinovej pri

Tabulka 6. Porovnanie aktivity pektolytickych enzymov s vycistenym a nevyc¢istenym substratom.
Aktivita sa stanovila viskozimetricky pri 30 °C po l-hodinovej pektolyze
Table 6. Comparison of the activity of pectolytic enzymes with purified and unpurified substrates.
The activity was determined viscosimetrically at 30°C after 1-hour’s pectolys

Aktivita® ["PM]

Enzymovy pripravok!

Nevy¢isteny pektin®

Vycisteny pektin?

Pektolas 76 923 76 923
Phylazyme—-10 12 500 3703
Pektindza 43 478 50 000

'Enzyme preparation; 2Activity; ‘Unpurified pectine; *Purified pectine. *Pectinase
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30 °C. Aktivita enzymovych pripravkov stanovena touto metddou sa vyjadrila
v nkat.g"!. Z enzymovych pripravkov najvyssiu Specifickt aktivitu polygalak-
turonazy mal Phylazyme-10. Pektinesterdaza (EC 3.1.1.11) katalyzuje deeste-
rifikaciu pektinu. Enzym je Specificky pre Struktiru D-galakturénanu. Pri-
tomnost pektinesterazy sa stanovila v dvoch enzymovych pripravkoch, naj-
vyssia bola pri Leozyme.

Na zaklade ziskanych poznatkov v kontexte so $tandardizaciou a vyberom
stanovenia aktivity enzymovych pripravkov navrhujeme stanovovat aktivitu
pektolytickych enzymov viskozimetricky po uplynuti 1-hodinovej pektolyzy
pri 30 °C a vypocet vztahovat na 30 % odburania pektinu (A) v pektinovom
roztoku, resp. spektrofotometricky meranim vzrastu redukujicich sacharidov
a vyjadrenim aktivity v kataloch. Aktivitu pektinesterdzy navrhujeme stano-
vovat titraciou uvolnovanych karboxylovych skupin [38].

Tabulka 7. Aktivita polygalakturondzy a pektinesterdzy v pektolytickych enzymovych
pripravkoch
Table 7. Activity of polygalacturonase and pectinesterase in pectolytic enzyme
preparations

Aktivita®
Enzyvmovy pripravok!

polvgalakturondzy® [nkat.mg™'] | pektinesterazy* [AJDU.g']

Leozym 0.6 3.04
Phylazyme-10 533 125
Pektolas 6.83 -

'Enzyme preparation: “Activity: *Polygalacturonase: *Pectinesterase.

Tabulka 8. Porovnanie aktivity pektolytickych enzymovych pripravkov stanovenej sledovanim
¢asu depektinizacie viskozimetricky pri 45 °C
Table 8. Comparison of the activity of pectolytic enzyme preparations determined by measuring
the depectination time viscosimetrically at 45°C

Aktivita®
Enzymovy pripravok!
AIDU ¢ ' °PM
Leozym 1700 317 057
Phylazyme-10 93 "6 250
Pektolas ‘ 3923 200 000
Pektinaza® 3400 80 000

'Enzyme preparation: “Activity: ‘Pectinase.



Stanovenie aktivity v jednotkdch depektinizdacie jablcnej stavy (AJDU). Pri
niektorych enzymovych pripravkoch pochddzajucich od zahrani¢nych vyrob-
cov [21] sa mOzeme stretnut s vyjadrenim aktivity v jednotkdch AJDU (apple
juice depectinizing units), ktoré sa stanovuju po uplynuti 120 az 180-mintto-
vej pektolyzy pri 45 °C. Aktivita pektindz vyjadrenda v AJDU.g"! sa stanovila
pri pripravkoch Leozym, Phylazyme-10, Pektolas a Pektindza. Najvyssiu akti-
vitu mal Pektolas a najnizsiu Phylazyme-10 (tab. 7). Aktivita uvedenych enzy-
mov pri 45 °C sa stanovila aj viskozimetrickou metédou po 1-hodinovej pek-
tolyze pri stupni odburania pektinu 30 %. Koreldciu medzi jednotkami aktivi-
ty v AJDU.g ! a °PM sme nezistili (tab. 8).

Do redakcie doslo 2. 5. 1989
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IlexTOMMTHYECKHE IH3HMBI H METO/IbI ONpe/ie/IeHHsI HX AKTHBHOCTH
Pe3wome

Pa5oTa OpMeHTHPYeTCs Ha CTaHAapAM3alLio MEeTONOB ONpeaeseHns AKTUBHOCTH [IEKTO-
JMTUHECKNMX 9H3MMOB M Ha XapaKTepUCTUKY MeKTHHOB B UMcIe CyOCTpaToB NeKTMHa3. s
orpejesIeHysa aKTMBHOCTY MEKTONMTUHECKMX SH3MMATHYEeCKUX ITperapaToB, KOTOPbIe He
nmeroT paspaborannsle Mmerons!l Komucenu crrenmanueros FAO/WHO (JECFA), pekomen-
AyeTcsi IPUMEHUTh BUSKO3UMEeTPUYEeCKMI MeTO/l, aKTUMBBHOCTD IOJIUTaJaKTyPOHa3kbI ONpe-
NeNATh CIIeKTPOdOTOMETPUYECKMM MeTOJOM BOCTOHOBIMBAIOLIMX CaXapuAOB M aKTUB-
HOCTB TIeKTYHeCTepasbl METOLOM TUTPOBAHNMA 0CBOOOXKIEHHBIX KapOOKCUIBHBIX IPYIIIL.

Pectolytic enzymes and the methods of the determination of their activity
Summary

The work is aimed at the standardization of the methods for the determination of the activity
of pectolytic enzymes and at the characterization of pectines as the pectinase substrates. For the
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determination of the activity of those pectolytic enzyme preparations for which no methods are
. worked out by the FAO/WHO Expert Commission (JECFA), following methods are recommen-
ded: the viscosimetric method, the method of reducing saccharides is suggested for the spectrometric
determination of polygalacturonase activity, and the method of titration of the carboxyl groups
for the pectinesterase.
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