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Pektolytick6 enzfmy a met6dy stanovenia ich aktivity

KATARINA JURIKOVA

Srihrn. Prdca sa zamerala na Standardizdciu mct6d stanovenia aktivity pektolytickych
enzymov a na charakteriziiciu pektfnov ako substrdtov pektiniiz. Na stanovenie aktivity
pektolyticklich cnzfmovych prfpravkov. pre ktor6 nie sri vypracovan6 met6dy Komisic ex-
pertov FAO/WHO (JECFA). navrhuje sa pouZivaf viskozimetrickri met6du, aktivitu po-
lygalakturoniizy' stanovovat spektrofotometricky met<ldou redukujricich sacharidov a akti-
vitu pektinestcriirzy met6dou titriicie uvoliovanych karboxylov!ch skupfn.

Technickd prepariity pektolyticklch enzymov pouZivand v potraviniirskom
priemysle pri spracovani ovocnych Stiav si zloLit6. zmesi enzlTmov r6znej Spe-

cifity. Obvykle obsahujti polygalakturondzy (EC3.2.1'.15, EC 3.2.1.67),pek-
tinlydzy (EC 4.2.2.2) a pektfnesteriizy (EC 3.1.1.11) v rdznom pomere [1].
Priemyselne sa pripravujri z plesnf (Aspergillus niger) l2l, ale ich producentmi
m6Zu byt aj niektord baktdrie (Clostridium, Erwinia, Bacillus) [3-6] alebo
m6Zu byi rastlinn€ho p6vodu (pektinesterAzy) [7]. Z ludskdho intestin6lneho
traktu sa izolovali dva druhy baktdrii, Bacteroides pectinophilus a B. Salactu-
ronicus, ktor6 produkovali extraceluldrnu pektinesterdzu (EC 3.1.1.11) a

exopektetlydzu [8].
Endopolygalakturondza v kombiniicii s pektfnesterdzou redukuje viskozitu

ovocnych 5tiav, exopolygalakturon1za degraduje molekuly kyseliny polyga-

laktur6novej na kyselinu oligogalatur6novf alebo monogalaktur6novf [9].
Substrdtom pouZivanym na stanovenie aktivity pektolytickfch enzfmov sri

pektiny, resp. kyslina pektfnovii alebo pektan sodny. Pektin je polymdr, ob-
sahujrici jednotky kyseliny D-galaktur6novej, ktord sri viazan€ u-L,4-glykozi-
dickfmi vzizbami, a jej sodn6, draselnd, vdpenat6, prip. am6nne soli. Obsa-

hujri aj neutrdlne cukry, ako l-arabin6zu, o-galakt6zu a L-ramn6zu. Urdit6
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dast' vol'nych karboxylov'ich skupfn kyseliny galaktur6novej je esterifikovanii
metanolom. Tiito dast sa oznaduje ako stupeii esterifikdcie pektfnu a vvjadru-
je sa ako percento z celkov6ho obsahu kyseliny galaktur6novej [10].

Pektiny sa nachiidzajI v rastlinnlch tkanivdch, ktor6 vypiRalri medzibun-
kov€ priestory, tzv. stredn6 lamely. Sri to rozpustnd, koloidnd materii{ly, so
znadnou kapacitou absorpcie vody. Tvoria sa podas zreniaovocia z nerozpust-
n6ho prekurzora, tzv. protopektfnu, ktory je urditym sp6sobom viazanf na
celul6zov6 komponenty bunkovej steny [11]. Protopektin sa povaZuje zane-
rozpustnf prekurzor vo vode rozpustndho pektinu a nachiidza sa v bunkovfch
stenrich [12].

Pektiny sa zfskavajri vodnou extrakciou vhodnfch rastlinnfch materidlov,
zvydajne citrusovych plodov alebo jabik. V poslednom dase sa podarilo zfskat
a charakterizovat pektin aj z kiwi U3l. Z vlastnostf charakterizujricich pek-
tfny ako substr6ty pektiniiz sri d6leZit6 najmii stupefi polymeriz6cie, obsah
volnych karboxylovfch skupin, esterifikovanfch skupin, distdho pektinu
a vlhkosti [1a]. Inf autori charakterizujri pektiny vzhladom na obsah kyseliny
galaktur6novej a stupeil €sterifikr{cie [15, 16], ktorf je d6leZitf pri posridenf
aktivity endopolygalakturondzy a pektinesterilzy.

Na vyjadrenie aktivity pektolytickfch enzfmov sa pouZivajri jednotky, zis-
kand r6znymi met6dami a podmienkami stanovenia ich aktivity. Vyber met6-
dy stanovenia ich aktivity zdvisf od skupiny enzymov, ktor6 treba charakteri-
zovat.

S praktickfm pouZivanim pektolytickfch enzymov v potraviniirstve pri df-
renf ovocnfch Stiav sfvisf vyjadrovanie tzv. pektinolytickej aktivity, t.j. cel-
kovej schopnosti pektiniiz degradovat' pektin. Met6da stanovenia je viskozi-
metrickd. Niektori autori sledujri pokles viskozity pektinov6ho roztoku vply-
vom enzymu za pouZitia Oswaldovho kapilirneho viskozimetra U4, 17-191,
ini sledujf pokles viskozity jabldnej Sfavy definovanych vlastnostf pomocou
Hopplerovho viskozimetra [20, 2Il. Aktivita polygalakturcndzy (EC
3.2.1.$) degradujricej molekuly kyseliny polygalaktur6novej sa stanovuje
spektrofotometrickym sledovanfm vzrastu redukujricich sacharidov pri pouZi-
ti kyseliny dinitrosalicylovej U8, 22-241 alebo Nelson-Somogyiho dinidla

119,25,261. Pektinesterilza (EC 3.1.1.11) katalyzuje deesterifik6ciu pekt(nu,
pridom sa jej aktivita stanovuje titradnou analyzou uvolnenych karboxylo-
vfch skupfn alebo metanolu [27]. Enzymovii aktivita sa zvydajne vyjadruje
v ekvivalentoch esteru uvolnen6ho za dasovti jednotku 128,291. Ini jednotku
pektinester6zy definujf ako mnoZstvo enzymu, ktor6 uvolfiuje jeden pmol
titrovatelnfch karboxytovich skup(n za dasovri jednotku za definovanlch
podmienok [30].

Dal5i sp6sob vyjadrenia aktivity pektolytickfch enzfmov, s ktorfm sa m6-
Zeme stretnrit pri prfpravkoch zo zahrani(ia, je v jednotkdch AJDU (apple
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juice depectinizing units). Tieto jednotky sa stanovujf koreliiciou dasu depek-
tinizdcie jabldnej Stavy definovan;ich vlastnosti nezn6mou pektindzou s de-
pektinizadnym dasom Standardnej pektini4zy zn{mel aktivity - Standardom F
[30,31].

Na detekciu tvorby pektolytickj'ch enzymov sa vyvinula i met6da pouZiva-
jtica Petriho misky s agarom obsahujricim pektin, zalolend na schopnosti vo[-
nfch karboxylovfch skupin pektinu viazat farbivo. T6to met6da sa po urdi-
tom dopracovanf mdZe staf i kvantitativnou, pretoZe je dostatodne citliv6: de-
tekdnf limit pre polygalakturondzu je 3,5 U, pre pektfnmetylester6zu 2.IO-3
U a pre pektinly6zu 3.10-3 U [32].

Vzhladom na to, Ze FAO, resp. WHO nem6 zatial odporfdania pre Specifi-
k6ciu pektolytickych enzymov, cielom prdce bol vyber, optimaliz6cia a overe-
nie met6d vhodnych na stanovenie katalytickej aktivity pektin6z i na charak-
teriziiciu pektinov ako ich substriitov.

Materidl a met6dy

Enzitmovt pripravky. V pr6ci sa pouZili tieto enzfmovd pripravky (ich p6-
vod je uvedenf v zdtvorke):Leozym iCSSn;, Phylazyme-10 (MLR), Pektolas
(Holandsko), Pektiniiza (BtR).

Substrdt. Ako substr6t pektolyticklich enzfmov sa pouZfvali pektfny rastlin-
ndho p6vodu koncentr6cie 5 g.l-r jabldnej Stavy, pochddzajrice od r6znych vf-
robcov: jabldnd pektfny - bulharskf , vfchododeskf , typ LM/400 Uniceptina
Bergamo, typ NS-2, typ NL-68, typ NB (NSR); citrusovi pektin typ A - ge-
nu pectin (Drinsko), resp. kyselinu pektinovri pripravenri v laboratdriu (5 g.l-t
jabldnej Stavy).

Charakterizdcia substrdtu. Stanovenie obsahu volnych karboxylovfch sku-
pin, distdho pektinu a vlhkosti su5enim pri 70 "C 16 hodin sa robilo podla Nri-
vrhu RVHP 2r.1987 [14]. Stanovenie obsahu kyseliny galaktur6novej a stup-
fia esterifikdcie, ako aj straty vlhkosti suSenim pri 150'C 2,5 h sa robilo podla
N6vrhu PN 6/86 [15], ktorri metodicky vychddza z postupov odponidanych
Komisiou expertov pre potraviniirske aditfva pri FAO/WHO [16].

Aktivita pektolytick!ch enzfmov. Na stanovenie aktivity polygalakturon:izy
(EC 3.2.1.1.5, EC 3.2.1.67) viskozimetricky sa pouZila met6da zaloLend na
meranf zmeny viskozity pektfnovdho roztoku v jabldnej Stave p6sobenim
pektolytickych enzymov meranfm dasu piidu gul6dky medzi dvoma znadkami
na Hopplerovom viskozimetri. Aktivita sa vyjadrila v stupioch pektolytickej
mohutnosti ePM) 120, 211.
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Pri spektrofotometrickom merani aktivity polygalakturondzy (L,C 3.2.1. l5)
zaloZenom na merani vzrastu redukujricich sacharidov pri pouZiti Nelson-So-
mogyiho dinidla sa pouZila ako substriit kyselina pektinovd (5 g.l-'). Aktivita
polygalakturoniny sa vyjadrila v nkataloch [24,32-35].

Aktivita pektfnestera.zy (EC 3.1.1.11) pri 30 "C sa stanovovala titriiciou
uvolf,ovanych karboxylovfch skupin do neutriilneho pH, pridom za jednotku
pektinester1zovej aktivity sa povaZuje tak€ mnoZstvo esterickfch skupfn,
ktor6 je hydrolyzovan€,7 g enzymo.zdho pripravku za t min pri 30 "C [14].

Principom stanovenia aktivity enzymov v AJDU jednotk6ch je porovnanie
dasu potrebn6ho na depektinizdciu jabldnej Stavy obsahujricej pekt(n (5 g.l-t)
pri pH 3,5 a 45 oC nezndmym prfpravkom k dasu depektinizdcie Standardom
F, ktorf v 1 ml obsahuje 15 AJDU. Konedny bod depektiniz6cie sa stanovil
pomocou 90 "h izopropylalkoholu [36].

Bielkoviny sa stanovili postupom podla Lowryho a kol. [37].
Podrobny opis vSetkych pouZitfch met6d sa nach:idza v spr6ve pre priebeZ-

nf oponentriru vyskumnej rilohy Sti{tneho plinu RVT Pl1-529-810/04.01
[38].

Vfsledky a diskusia

Charakteri zdcia substr6tu

Pri stanovovan( aktivity pektolytickfch en4imov treba pouZit substrdt defi-
novanfch a zndmych vlastnost(, ktor6 by mohli ovplyvnit' vysledky stanovenf .

Charakteriz6cia pektinov ako substr6tov pektin6z je zaloilen6 na zist'ovanf
obsahu volnych karbox.ylovfch skupin, esterifikovanych skupfn a dist6ho pek-
tinu. Pektiny musia splflat aj kritdrium obsahu vlhkosti, ktor6 nemd presaho-
vat 8 % [14].

Podla odponidani Komisie expertov pre potravindrske aditfva (JECFA) sa
pektiny charakterizujf o.i. vzhladom na obsah kyseliny galaktur6novej, stu-
pef, esterifikdcie a stratu vlhkosti su5enfm, ktorii pri 105 'C za 2,5 h nemd
prekrodit 12%[16].

Obsah kyseliny galaktur6novej v pektinoch pouZitych v tejto pr6ci sa pohy-
boval od 72,3 do 79,2 "/o pektinu, stuperi esterifikilcie bol od 59,9 do 79,2 "/",
strata vlhkosti su5enim sa pohybovala od 9,2 do 12,46 "h (tab. 1), do je v srila-
de s krit6riom, ktor6 vyZaduje limit FAO/WHO [16]. Dva typy pektinov, a to
jabldnf bulharskf a jabldnf vychododesky, sa charakterizovali aj postupmi
podla Ndvrhu RVHP normy na stanovenie aktivity pektolytickych enzymov

3-10



1 gj-:l'iuron iny (EC 3.2. l. 15)
1JnJ.'\ nri pouZitf Nelson-So-
i F<irirltr\.d (5 g.l-r). Aktivita

.' c .. stanovovala titr6ciou
nc:. :lJ. pridom za jednotku
lll-lsivrr esterickych skupfn,
tu :" ^ min pri 30,C [14].
)L-' =;;r,-rtkdch je porovnanie
r .--:::ujfcej pektin (5 g.l-t)
u ::::irinizdcie Standardom
L\ :-:.ktinizdcie sa stanovil

thc . sol. [,37].
r-h.:z: r sprdve pre priebeZ-
r:u R\-T P11-529-810104.01

(lr:'..

or ::-re pouZit substrrit defi-
tpirr 1ii r isledky stanoveni.
ina-z :e zalolend na zist'ovanf
n ar...-h skupin a distdho pek-
lhiics:r. ktord nemii presaho-

rin.rske aditfva (JECFA) sa
ir:r.in r. galaktur6novej, stu-
? rx irt_i ,'C za 2,5 h nem6

u2r:r;lr r tejto pr6ci sa pohy-
ho;: r..l od 59.9 do79,2"/o,-..l '., r tab. 1), do je v sfla-
lt- D', a tlp1,' pektfnov, a to
i.:.::rierizovali aj postupmi
lir 3;i1.-,1t'tickfch enzymov

Tatrul'ka l. Charakterizdcia pektinov stanovend podla
Ndvrhu PN 6/86 a podla FAO. FNP [7]

Table l. Pectine characterization determined according to
the Recommendation PN 6/86 :rnd the FAO. FNP [71

rPectine; rGalacturonic acid contcnt:3Degree of csterification; rloss of humidity by drying;
sApplc. Bulgarian; ('Apple. East-Bohemian; TCitrus. Danish: sApple LM 400; eApple NS-2.
FRG,

[14]. Obsah voLnfch karboxylovych skupin bol pri obidvoch pektinoch 4,2"/o,
obsah esterifikovanych karboxylovych skup(n bol pri bulharskom pektine
vy55( - 9,27 "/o ako pri vychododeskom - 7 ,74 "/", obsah dist6ho pekt(nu bol pri
bulharskom 55,66 %, pri vfchododeskom 49 %. Obsah vlhkosti oboch pekt(-
nov prekrodil limit povolenf v Niivrhu normy z 8 na 14 "/", pridom ani po
predlZenom dase suienia na 32 hodfn sa tiito hodnota nezmenila (tab. 2).

Tabul'ka 2. Charakterizircia pckt(nu stanovcn/r podla Ndvrhu RVHP normy [14]
Table 2. Pectine characterization determined according to the Recommendation of

rPectinc: rContent of frce COOH groupsi rContcrrt of esterifie d COOH groups; rContent of pure
pectine; sHumitidy content;6Drying of l6 h:'Drying of 32 ht sApplc. Bulgarian: qA'rplc. East-
Bohemian.
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Pektfnr

Obsah
kyseliny

galaktu16novejr

t%l

Stuperi
esterifikiicier

t"/"1

Strata
vlhkosti
suien(mr

l%)

jablen!. bulharsklis

i ablenf . vychododesky6
citrusovy. diinskyT
jabldnli LM 400'r

Unipectina. Bergamo
jabldnf . NS-2. NSR.,

77.1
1) 7J

71.82

78.4
'7A ))

79.2
78.12
7l ,8

-59.9
71.38

10.735

9.21
9,tt

9.955
12.46

COMECON standard Il,l]

Pcktfnl
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COOH skupinl

l/"1
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l'%l

Obsah
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Obsah vlhkosti5 ['/n]

Suienie
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SuScnic
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J)

1)
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1,1.03
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Aktivita pektolytickyich enzfmov

Meranie aktivity viskozimetricky. Yzhladom na to, Ze Niivrh ON na desko-
sloveski enzymovy prfpravok Leozym [12], vychddzajirci z prdce prof. Kyz-
linka [11], predpisuje stanovenie aktivity na ziiklade zniZovanie viskozity jabl-
dnej Stavy po 6-hodinovej pektolize pri20 oC, v prvej dasti naSich experimen-
tillnych priic sme sa zamerali na posridenie vhodnosti uvedenej met6dy na sta-
novovanie aktivity pektolytickych enzymov. Mierou aktivity enzlimu je Stan-
dardn6 pektolytickii mohutnost prepar6tu, ktor6 sa vyjadruje v stupfioch pek-
tolytickej mohutnosti ('PM). oPM udiiva podet litrov pektinovej St'avy, kto-
rfch viskozitazniLi 1 kg pektolytickdho prepar6tu po 6 hodinrich p6sobenia za
Standardnfch podmienok pr6ce o 85 % maximiilnej moZnosti [1.1,I21. Touto
met6dou sme stanovili pektolytickri aktivitu enzfmov6ho pripravku Leozym,
a to pouZitim viacerych pektfnov domiicich i zahranidnych vyrobcov. Aktivita
Leozymu v ziivislosti od pouZitdho substriitu sa pohybovala od 24697 do 42572

"PM (tab. 3).
Priebeh pektollzy po 6-hodinovej hydrollze zn{zorfiuie obrdzok 1. V dal-

Sich experimentoch sa z d6vodov dostupnosti a vhodnych vlastnosti pouZival
bulharsky pektin, s ktorfm aktivita Leozymu stanovend pri20 oC bola 30303 .
PM.

Pri definovani podmienok stanovenia aktivity enzymov v sristave SI sa od-
ponida teplota 30 oC. Preto aktivita Leozymu a dvoch d'al5ich pektolytickfch
enzymov sa stanovila i pri teplote 30'C (tab. 4). Zvyienim teploty o 10.,C sa

aktivita enzlirnovych pripravkov zv!'Sila l,I aL 1,7-krdt. Najvy55f rozdiel akti-
vit medzi 20 a 30 "C sa pozoroval pri najrnenej aktivnom Phylazyrne-10.

Tabul'ka J. Aklivita Leozvmu stauorcn:i viskozimctrickv pri 20 "C
podla Nlvrhri ON Il2l v ziivislosti irrl privodir pcu2itcho pcktinu

Table 3. Leozvnr lctivin visct'rsinrctric detcrrnincd rt l() "C accordin{
tothc Rccommencl:rtior.r ON Ll:] in depcndcnce on titr: origin of the pccrinr

Aktivita Lcozi'nru:

[,'PN{l

j r,rt li'n!'. l--ulilrrskr
iatrlcni . r,i'chocloceskvr
citrtr.or'!. dzinslir''
jabk'ny l-lv{ li)i}"
[ ]nipcctina, Bcrgiimtr

latrlcn.v NS-i. NSi{-

lPcctincl ll-ctizr,nr uctivitv: rr\ppic. Brilqaliiln; rr\pplc. East-Bohenrianl 5Citlus. Dlnishl "Applc
L\'{ -l()0: ('Apple }{S-1. FR(;

I r-)
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Obr. L Porovnanic priebehu pektoli'zv posobenirn Leozi'mu na pc-ktin roznvch vlrobcov.
A - stupen ocltrrirania pcktinu po (r-hodinovej pektolyzc pri 20 "C, E. - koncentrdcia Leozyrnu.
O- o bulharsky pektin. o vfchocloc\cskv pcktin, o --- o diinskv citrusovy
pekin. I -.- o zhpadonemcckrl pcktfn LN{ -lt)(). o - - -- o ziipadoncmeckyi pektin NS-2.

Fig. l. Comp:rrison of thc pcctolvsis undcr thc cffect of Leozym on pcctine of different
provenicnce. A - pcctine degradatiolr ltftc r' 6-hou r's pcctolvsis at 20 "C. E - Leozvm concentration.

o Bulgarian pectinc, o llast-Bohcntian pectinc. o---o Danish citrus
pectinc,a-.-oWestGernlu.rpcctinr.LM,+00.o---aWestGcrnranpcctineNS-2.

Tabul'ka,l. Vplyv teplotl' na rktivitu pcktoll'tickyv'clr cnz'v'movfch pripravkov stlnovenI
viskozi ntt:trickv po (r-hod inovc.j pek tolvze

Table 4. Thc influe nce of tempcraturc on thc activitv ol pcctolvtic euzvmc prL'pilrations
dctermincd viscosimctricallv after (r-hour's pcctolvsis

iF.nzvme pre pururi,' \ctivin.

Pri enzyrnovych pr(pravkoctr L.coz.rrn. Ph,vlazvrne-1() a Pektolas sa porov-
n6vala ich aktivita po uplynuti 6-hodinovei a l-hodinovej hydrolfzy pektfnu
pri 30 "C. Priebeh pektoli'zy sledovan;",r'iskozimetrickv znazoniuje obr6zok 2
a vypoditand ridaje o aktivite enzymovych pripravkov uv:idza t:ibulka 5.
Z rrveclc-nf ch vysledkov vypiyvzl. Ze rvchlost odbirrania pekf inu je line6rne zh-
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Obr.2. Stupei odbrirania pektinu (A) v z6vislosti od koncentr:icie enzfmovdho pripravku (E) po 6-hodinovej (o o ) a l-hodinovej
(o _ o) pektol!,2e.

Fig. 2. Degradation of pectine (A) in dependence on the concentration of the enzyme preparation (E) after 6-hour's (c 

- 

o ) and
l-hour's (o 

- 

o) pectolysis.
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1:l-rulkl 5. 1r,!i'i,\'llniu;li.:i,"':lr i:;1/rrrr:r N l-itodittovc.j pektollzc pri slupni odirirlrtria pcktinu
-iiJ ", (.\r .i ilo t-ltt,r.iiiro., ji f)aktol, zc pii siupni 6dbrirania pcktilltl ti5 "i, (['l

'fatrle 5. ( \)rnpill!s(ln r-rl llrc ucrir,'rtr (,f e nzvnrcs after l-hour's pectolvsis at 30')i pcctinc
d!.g!.:!di,ti!rn (,\i anri lriicr 6-lirtr-rr-':; prctohsis at 8-5(% pectlnc cieeradation (B).

E nzim()\'v pripru\'()k

Leoz.vm
Phylazyme-10
Pektolas

A
28 ,57 I

l0 (xx)

77 (X)0

B
13 lTrr

58 U23

rEnzyme preparation; :Activity

visld od koncentriicie enzymu iba v urditom intervale koncentrdcif enzymo-
vych pripravkov a dii sa exaktnejSie porovnat pri krat5fch dasoch pektollizy.
Na posridenie aktivity pektolytickych enzymov sf teda vhodnejSie podmienky
1-hodinovej pektol:izy a stupeil odbrirania pektfnu 30 % ako 6-hodinovii pek-
tolyza a stupefr odbtirania 85 %.

Na stanovenie aktivity pektolytickfch enzfmov sa podla Ndvrhu RVHP
normy [14] pouZiva substrilt zbaveny niektorfch sprievodnych sacharidovfch
zloZiek a v6penatych solf . Porovnal sa preto priebeh pektolizy a aktivita en-
zfmovfch prfpravkov Pektolas, Phylazyme-10, Pektini{za pri pouziti vydiste-
n6ho a nevydisten6ho pektinu. Zistilo sa, Ze v pripade pektinov pouZitych
v tejto priici nem6 proces ich distenia signifikantnf vplyv na pektolytickri ak-
tivitu sledovanych enzymovych pripravkov (tab. 6, obr. 3).

Stanovenie aktivily polygalakturondzy a pektinesterdzy. Pri troch pektoly-
tickfch enzimovich prfpravkoch, Leozym, Pektolas a Phylazyme-10, sa sta-

novila aktivita polygalakturoni,zy (8C3.2.1.15) met6dou merania vzrastu re-
dukujricich sacharidov vzniknutlich po hydrolyze kyseliny pekt(novej pri

Tabutka 6. Porovnanie aktivity pektolyticklich enzli mov s vydistenym a nevydistenfm substriitom.
Aktivita sa stanovila viskozimetricky pri 30 "C po 1-hodinovej pektollize

Table 6. Comparison of the activitl- of pectolytic cnzvmes rvith purified and unpurified substrates.

The activity was determined viscosimetricalty at 30"C after l-hour's pectolys

Enzy'movyi prfpravokr
Akrivitar [,'PM]

Nevyiisten! pektfnr Vydistcnf pektinl

Pektolas
Phylazyme-10
Pektiniiza

76 923
l2 -s00
.t3 178

76 923
3 703

50 000

IEnzyme preparation; rActivityl rUnpurified pectinel rPurified pc-ctine. sPectinasc

-o
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obr.3. porovnanie priebehupektolllzys nevydistenfm (o 

-o 

)a v-v-eistcnym (o-o)substrirtonr. A-stuPciodbrirania pcktfnu
' 

io l-hodinovej pektolf ze. E - koncentriicia enzf mov.i'ch pr(pravkov'

Fig. 3. comparison of the pectolysis with unpurified'(a a ) and purifiect (o 

- 

o)rsubstriltcs. A - pcctinc dcgradation aftcr l-hour's

pectolysis. E - concentration of enzymc prcparations'
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30 oC. Aktivita enzymov:fch pripravkov stanoven6 touto met6dou sa vyjadrila
v nkat.g-r. Z enzymovych prfpravkov najvy55iu Specifickri aktivitu polygalak-
turon1zy mal Phylazyme-10. Pektinester6za (EC 3.1.1.11) katalyzuje deeste-
rifikiiciu pektfnu. Enzfm je Specifickli pre Strukturu o-galaktur6nanu. Prf-
tomnost' pekt(nester6zy sa stanovila v dvoch enzymovych pripravkoch, naj-
vySSia bola pri Leozyme.

Na zdklade zfskanfch poznatkov v kontexte so Standardizdciou a vyberom
stanovenia aktivity enzimovich pripravkov navrhujeme stanovovaf aktivitu
pektolytickych enzymov viskozimetricky po uplynutf 1-hodinovej pektol:izy
pri 30 .'C a vfpodet vztahovat' na 30 % odbrirania pektfnu (A) v pektinovom
roztoku, resp. spektrofotometricky meranim vzrastu redukujricich sacharidov
a vyjadrenim aktivity v kataloch. Aktivitu pektinester6zy navrhujeme stano-
vovat titriiciou uvolfiovanfch karboxylov,Vch skupin [38].

Tabutka 7. Aktivita polygalakturo"?,;rfil:i:;stenizy v pektolytickych enzvmovlich

Table ?. Activity of polvgalactulH:,;,,llffctinesterrse in pectol.vtic enzt'mc

Enzvrnovv priplavokI
Aktivitar

pol) girlaktrrronlizv' I nkat.rng-r I l)ekrinesrcriizv' IAJ DU. g-r I

I-cozl'nr
Phvlazvnre-10
Pektolas

0.(r

l --1-i

6.tt-3

3.()-t

l.l)

rEnzvmc prcparation: rActivitv: iPrtlvgalactut'onasc: rPcctineslerasc.

Tabul'ka 8. Pttrovnanie aktivin pcktolvtick(ch enztrnttr,i'ch prfpravkov stanovcncj slcdovanfm

iasu dcpcktiniziicie viskozimetrickv pri -l-5 "C
Table 8. ('ornparison of thc activitl'of pect.rlltic enrvmc preparations detclmincd bv mcasuring

thc depcctination time viscosimetrically at -1-5"C

IEnzl nrc prcplralion

-r+ /

Aktivita:

-! 
lrrt,\ _\ l'r I I

AJDLi .s-l
,.PN{

L.cozl m

Ph1'lazvmc-10
Pektolas
Pektinirza'

I 7(X)

9-1

392i
3l(){ I

3l7 057
'6 250

2(X) (XX)

8(, (XX)
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5.

Stanovenie aktivity v jednotkdch depektinizdcie jablinej it'avy (AJDU). Pri
niektorych enzymovych pripravkoch pochiidzajricich od zahranidnych vfrob-
cov [21] sa mdZeme stretnrit s vyjadrenfm aktivity v jednotkiich AJDU (apple
juice depectinizing units), ktord sa stanovujri po uplynutf 120 aL 1S0-minfto-
vej pektolf zy pri 45 "C. Aktivita pektiniiz vyjadrenii v AJDU.g-r sa stanovila
pri pripravkoch Leozym, Phylazyme-10, Pektolas a Pektiniiza. Najvy55iu akti-
vitu mal Pektolas a najniZSiu Phylazyme-10 (tab. 7). Aktivita uvedenfch enzf-
mov pri 45 "C sa stanovila aj viskozimetrickou met6dou po 1-hodinovej pek-
tolyze pri stupni odbrirania pektfnu 30 % . Koreldciu medzi jednotkami aktivi-
ty v AJDU.g-r a oPM sme nezistili (tab. 8).

Do redakcie doSlo 2. 5. 1989
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flerrorurnqecKrle 3H3[Mbr rl MeroAbt onpegeneHnt rrx axr[BHocrn

Pegrclrre

paSo'ra opr4erTr.{pyercfl Ha craHAapAt{3arlrrc MeroAoB onpeAe,'Ienrs aKTI4BHocrI4 neKTo-
.'rrlrrr:recKr4x 9H3r{MoB r{ Ha xapaKTepttcrtrKy [eKT]lHoB B rrr{cJre cy6ctparoe nexrrgaa. .{na
onpe,qeJreHrta aKTr4BHocTr4 neKToJrr4Tr4rrecKr{x 3H3r,lMaTr{r{ecKJ4x npeflapaToB, KoTopbre He

rrMeror paspa6oranHbre MeroAbr Kovuccttu cneqra,'Ir4croe FAO/WHO (JECFA), peKoMeH-

.fyerc"ff [pI4MeHr{Tb Br43Ko3t{Merpl,rluecKui4 MeroA, aKTI4BBHocrb noJlrraJraKTypoHa3br onpe-

.feJrsrb cnerrpo$oroMerpr{qecKrlM MeroAoI\{ BocroHoBJrt{Baroull4x caxaprAoB v aKTtlB-
HOCTE, neKTrlHecrepa3br MeroAoM Tr{TpoBaHr4fl ocso6o>KneHHrtx xap6orcuJrbHblx rpyn[.

Pectolytic enzymes and lhe methods of the determination of their activity

Srrrnmarv

Thc work is aintecl at thc standardization of thc mcthods for the determination of thc activity
of pcctolytic enzymes ancl at thc characterization ol'pectincs as thc pectinase substrates. Ftlr the

.r-19
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determination of the activity of those pectolytic enzyme preparations for which no methods are
worked out by the FAOAilHO 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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