
Aktivito enzfmov v nevodnom prostredI

I. STEIN. I. GRAJCIAR

Uvod

Suroviny a vyrobky potravin6rskeho priemyslu, ktorych Ziv6 tkaniva, alebo
organizmus pri predpriprave na konzervovanie technologickfmi operdciami
(napr. varenim) neboli poru5en6, podliehajri podas dlh5ieho skladovania bioche-
mickym zmendm, ktor6 sri zapridinen6 p6sobenim mikroorganizmov, resp. vlast-
njrch enzlimov. Neporu5en6 sristavy enzfmov a jednotlive enzymy zridasti.uj'ir
sa na autolytick;fch procesoch, ktor6 znehodnocuju vyrobky.

Jednfm z rozhodujr.icich diniteXov, ktor6 ovplyviujri kvalitativne premeny
potravinArskych vyrobkov p6sobenim enzymov, je ich obsah vody. Enzymaticke
zmeny sri v podstate biochemick6 reakcie, ktor6 prebiehajri v bunkSch, v pro-
stredi r6zne koncentrovanych vodnyich roztokov. Voda je predpokladom kata-
lytickeho p6sobenia enzymov. Vodn6 prostredie umoZiuje vznik labilnej zli-
ieniny enzymu (E) a substr6tu (S) a jej rozklad na produkt enzymatickej kata-
Iyzy (P). Uvolnen6 molekula enzymu sa opdtovne zaraduje do reakdn6ho cyklu.

E+S ES----E+P
Rfchlost priebehu reakdn6ho cyklu z6visi od vlhkosti reakin6ho prostredia,

resp. od koncentr6cie zfdastnenych zloZiek. Postupnou zmenou tekut6ho sku-
penstva reakdn6ho prostredia na skupenstvo pevn6, spomali sa priebeh re-
akdn6ho cyklu aZ sa riplne zastavi. Enzyrny, ktor6 sri v dostatodne tekutom
prostredi aktivne, vplyvom znilenia obsahu vody zmenSujri svoju aktivitu,
zniLuji svoju katalytickri mohutnost, aZ riplne prestanri p6sobif, napriek tomu,
Ze zostdvajri v reakdnom prostredi.

Cielom naSej prdce bolo sledovat vplyv obsahu vody reakin6ho prostredia
na aktivitu niektorych nativnych oxidoredukdnych enzymov zelen6ho hr6Sku
vysu5en6ho lyofilizdciou.

Oxid6zy a ich substr6ty

Oxid6zy tvoria skupinu respiradnych enzymov katalyzujricich biologickri oxi-
d6ciu. Aktivujri pOsobenie vzdu5n6ho kyslika a reaguju priamo s molekul6rnym
kyslikom. Zmenou reakdn6ho prostredia ovplyviuje sa ich aktivita. Na indikd-

BULLETIN v/4 - 1966



ciu zmeny aktivity, ktor6 nastaLa zmenou koncentr6cie reakdn6ho prostredia,
pouZili sme z nativnych enzimov lyofilizovan6ho zelen6ho hr6Sku oxid6zu
kyseliny i-askorbovei, fenolSzy'. lakkAzu a mono fenoloxid6zu. (1).

Fenol6zy sri enzymy, ktor6 katalyzujri hydroxyldciu monofenolov na orto-
-difenoly a oxideciu difenolov na orto-benzochin6n. Sf to intracelul6rne enzy-
mv, l'ahko vyJ.fhovatelnr! vodou. Fenol6zy sa nepodarilo izolovaf v kryStalickej
formc. Enzymy sa povaZujir za proteidy medi.

Zo skupiny fenol6z m6 lakk6za najSir5iu substr'6tovu Specificitu. Katalyzuje
oxid6ciu mnohych substr6tov ako napr- hydrochin6nu. 1<yseLiny l-askorbovej
a jei derivdtov a inych. Optim6lne p6sobi pri pH 4 aL 5. MonofenolSza (feno-
lziza) katalyzuje hydroxyl6ciu monofenolov na oltodifenoly. Substratmi enzymu
su v prirode sa vyskytujfce monofenoly. Od ostatnych fenolSz sa LiSi rizkou
substr6tovou Specificitou. Optimdlne pH 6,7.

Oxid6za kyseliny l-askorbovei ,(askorb6za) katalyzu.je transfer elektronov
z molekuly l-askorbovej kyseliny a jej deriv6tov na molekulovy kyslik, pridom
sa kyselina l-askorbov6 meni na dehydroaskorbovf za sfdasneho vzniku rnole-
l<uly vody. Pri oxiddcii substr6tu nastSva redukcia Cul' na Cui . ktorii sa
opdt reoxiduje kyslikom.

Vplyv zmeny koncentrScie plostredia (vlhkosti, obsahu vody) zistovali sme
na zmene aktivity spomenutych enzymov lvofilizovan6ho zel.en6ho hr65ku.

Metodika

Na vytvorenie Ziadaneho reakdn6ho prostredia o rozli.dnej vlhkosti (obsahu
vody), pouZili sme glycerin p. a. odvodneny na 0,3 llri vodv destil6ciou vo v6kuu.
Riedenim bezvod6ho glycerinu fosfdtovym regui6torom o r6znom pH sme
pripravili reakdn6 prostredie pre sledovanie aktivity enzymov pri r-Oznej v1h-
kosti (uv6dzanej v objemovych percent6ch vody).

Zdtojorn enzymov bol pr65kovy lyofilizovany zeleny hr65ok (lyofilizovany 24
hodin, maxim6lna teplota ohrevu 40'C, teplota povrchu 25-30 'C, pracovny
tlak 0,05-0,008 mm Hg), druh Edelperle (rodnik 1965) o vlhkosti 1.980,0 vody).

Ako substrdty sme pouZili kry5talicke prepardty, hydrochinon pre 1akk6zu,
fenol pre monofenol6zu a kyselinu l-askorbovri pre oxiddzu kyseliny askorbovej.
50 mg kry5talickeho substr6tu sme priddvali do roztoku glycerinu zrieden6ho
na prislu5nu koncentr6ciu fosfdtovym regul6torom pH 6.1 pre J.akk6zu, pH 5,7
pre askorb6zu a pH 6,7 pre fenol6zu.

Aktivitu enzymov sme stanovili manometrickou met<5dou podla Warburga
a to lakk6zu modifik6ciou podla Gregga a Mullera (2) fenol6zu podla Adamsa
a Nelsona (3), askorbSzu podl'a Lovett-Janison a Nelsona (4).

Celkov;7 obsah hlavnei n6dobky tvoril 5 ml reakdnej zmesi glycerinu a regu-
l6tora 50 mg kryStalick6ho substrAtu a 200 mg lyofili.zovan6ho zelen6ho hrdSku.
Kalisok reakdnej nAdobky obsahoval filtradny papier nasiaknuty 20 0h-njtm
KOH.

Do s6rie sledovanych vlhkosti zaradili sme slep6 pokusy obsahujirce kry5ta-
licky substr6t (50 mg) a zmes reguldtora a glycerinu. Exper-iment6lne sme si
overili, 2e medzi r6zne koncentrovan;i'mi roztokmi glycerinu, regul6tora a pri-
sluSnymi substrStmi po dobu 3 hodin nenast6va reakcia (spotreba kyslika).
TaktieZ sme si overili, 2e enzymatick6 aktivita 200 mg lyofiiizovan6ho zelen6ho
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hr6Skur nie je ovplyvnena po dobu trvania pokusov rdznymi mnoZstvami bezvo-
d6ho glycerinu. Hodnoty slepych pokusov (,u1 Oz) zmesi glycerin * regul5-
tor * hrii5ok sme z nSlezu odditali.

Po 15 minritovom temperovani sme stanovili spotrebu kyslika (/.rl) pri 30'C,
120 kyvochlmin v 10 min. intervaloch po dobu 3 hodin.

Akti.vitu enzyrnov sme vyjadrili koeficientom reakdnej rychlosti nulmoleku-
ldrnej reakcie

kde k : koeficient reakdnei rlichlosti, x : #1 Ol, t : doba ridinku enzymu.
Na vyjadrenie Speci.fickej aktivity por-rZivame vyraz

Qor:-
ul O,

(djrchaci koeficient)
mg suS. das v min.

Vlisledky

V reakdnom prostredi bezvod6ho glycerinu a relativne mal6ho mnoZstva vody
(5-10 0i'o) pri optimdlnom pll a teplote 30 "C v priebehu 3 hodin nenast6va en-
zymatick6 katalyza. Inhibicia enzymov je pri tiichto reakdn5ich podmienkach
prakticky upln6. Postupnym zvy5ovanim obsahu vody v reakdnom prostredi
intenzita inhibicie sa zmenSuje natolko, :ze za danych pokusnych podmienok
(12,5 0,; vody) moZno pozorovat pomerne slabri aktivitu oxid6zy kyseliny l-as-
korbovej, kym p6sobenie lakkSzy a fenoldzy je podmienepf 1zy55ou vlhkostou
reakdneho prostredia (I7,5-20 0,0 vody).

Stupajricou vlhkostou aktivita enzymov sa zvy5uje. Pri nekonednom zriedeni,
t. j. za optim6lnych podmienok pOsobenia dosahuje aktivita enzymu relativne
m.axlnum.

Z priebehu kriviek zndzoriujucich oxid6ciu substrdtov v z6vislosti od doby
pdsobenia (obr. 1) vyplyva, 2e vlhkost (obsah vody) v reakdnom prostredi ne-
ovplyviuje mechanizmus p6sobenia enzymu. Za inak konitantnych reakdnych
podmienok (pH, teplota) sa vplyv koncentrdcie reakdn6ho prostredia prejavuje
rdznou polohou (tg a) kriviek, pridom v najniZSej polohe je krivka znazcr:-
truirica priebeh katalyzy pri. nizkom obsahu vody a v najvy5Sej polohe je
krivka znazorhujica priebeh reakcie pri nekonedne zriedenom reakdnom
prostredi.

Priebeh reakcii katalyzovanych enz;imami sleduje v tomto pripade chod vel-
mi blizky nulmolekulArnej reakcii. Koeficient k vo vztahu k : xit vyjadruje
priebeh katalyzy s presnostou t 6 0'0. Zmena aktivity v d6sledku dehydrat5.cie
preiavuje sa zmen5ovanim hodnoty k.

xt- _K_ t
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O b r. 1 a, b, c'. Vplyv vlhkosti reakdn6ho prostredia na aktivitu askorbdzy, fenol6zy,
lakkdzy.
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VH-YV VLHKOSTI REAKCNEHO
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T a b. la. Lakkdza

alloa6:'a39

0,00022

0,00143

0,0020r

0,00203

0,00205

T a b. 1b. Askorbdza

0,00049

0,00127

0.00186

r6

0,00012

0,00022
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T a b. 1c. FenolSza

obj. %
vlhkosti a3g a3g aa?o

Diskusra
P6sobenie enzymov rizko srivisi s obsahom vody reakdn6ho prostredia. Po-

:stupnfm znlZovanftn obsahu vody v reakdnom prostredi reprodukovali sme -,do urditej miery - pochod odnimania vody su5enim.
Vplyv vody (vlhkosti) sme sledovali na zmene aktivity lakk6zy, askorb6zy a

fenol6zy v reakdnom prostredi s r6znym obsahom vody. Zmenu aktivity sme
vyjadrili koeficientom reakdnej rychlosti nult6ho radu.

Zrilovanie aktivity spomenutych enzjrmov ide sribeZne so zniiovanim obsahu
.vody v reakdnom prostredi. Obsah vody v reakdnom prostredi je preto ddle-
iilyrr^ dinitelom pri urdovani ich aktivity.

Ked vyjadrime Specifickf aktivitu mnoZstvom prl 02 absorbovan6ho 1 mg
suSiny enzymatick6ho prepar6tu pri 30,60 a 120 minut pri 30 'C (Qo, ) zistime,
'Ze ten isty enzfm napr. lakk6za je v prostredi so 60 O/s-n:im obsahom vody 10
n6sobne aktivnej5i ako v prostredi s 20 %-nym obsahom vody. V prostredi, kde
je vSetok glycerin nahradenljr vodou, je dfchaci koeficient QB len o niedo
vySSi (tab. 1). U oxigen6zy kyseliny l-askorbovej je rozdiel v aktivite 15
a 60 %-n6ho roztoku regul6tora v glycerine 70-n6sobnjr a v prostredi bez gly-
cerinu viac ako 200 n6sobn;i. U fenoldzy sf rozdiely v aktivite menSie.

Z grafick6ho zn6zornenia vypl;iva, Ze priebeh kriviek sa od seba neli5i, roz-
.dielna je ien ich poloha resp. tg a, ktory tvoria ich tydnice s osou r. Aktivita
enzymov pri r6znej vlhkosti smeruje k r6znej hranidnej hodnote enzymatickej
.aktivity, pritom mnoZstvS. p6sobiaceho enzymu a substr5tu sri rovnak6. Nazd6-
vame sa, Ze pridinou zmeny aktivity v z6vislosti od obsahu vody reakdn6ho
prostredia je pohyblivost molekril v zriedenejSom substr6te.

Aktivita enzymov sa meni v z6vislosti od obsahu vody v prostredi p6sobenia.
Relativne silne aktivne enzfmy prechddzajri s klesajricim obsahom vody v re-

L7

BULLETIN V/4 - 1966



akdnom prostredi na enzymy slabo aktivne aZ prakticky inaktivne. Dehydrat6:
ciou reakdn6ho prostredia prech6dzaju z formy aktivnej do formy inhibovanej

Eo -H'o -- Et
(kde Ea je enzym aktivny, Ei enzlm inaktivny;.
IJer'ydrat6cia reakcneho prostredia je dinitelom regulujucim aktivitu enzymov_
hnzymy sa pritom neznicra, Ien sa inhibu,lu. Henyorataciou reakcneno prostre-
dra sa enzymy reaktivu.lu:

Er * tto- 
Eo

Inhibicia a reaktiv6cia enzymatickeho p6sobenia je vysledkom ovplyvnenia din-
nobti enzymu poomrenkamr prostledia. Jeona z poomj.enok je oosarr vody, -vrrrkos[ prostreoia, v ktorom enzymy p6sobia. Proces konverzie enzymu aktiv-
rlerlO rI& fnaktrVny a Opaene V]rtazuJe Uieruu }]^ilvruEuruDv.

Glatrcke zn6zornenie vzf,atru aktivity enzymu 1k,1 s objemovymi percentami
vltrKosti reakcneho prostredra poukazuje na to, Ze konverzia askorb6zy a feno-
I6zy p line6rna a v grailckom zn6zorneni je vysleonicou priamxa. U laxxazy
gr'arrcKe znazornenre rnrrlb.lcre zoupoveqa krIV.ke, urrZKeJ KrIVK€ e^ponerrurdtrlcj
\oDL'. z). Podobne ako natrvne oxrdoreouktazy aJ aKtrvrta natrvneJ lipoxr.ttazy
zerenelro hriiskU sa menr v zavrslos[r Od or.rsarru vody v pr'Ostr'eUr pvsouenla \J,,"
tteralrvne silne aktrvny enzyrn pr'ech6dza postupne s kle"a;ucim oosanom voLty
v prostredr na enzym slabo akbrvny aZ praKtict<y inaktrvny 1ri,1.

ao zavrslosti enzymarrckeu(r posobenia oo V-r.rrKostl reaKcnelro prostredia vy-
p].yva, ze ak mame zistir skuuocnu aktivitu natrvnycn enzymov) ;e tr'eoa ich
aKl,tvrlu stanovir v prostredr, Ktoleno oosart vouJ sa rovna oosarLu, za ktorerlo
enzym v oogekte posobr. Ked pn analytrcrom slanoveni atrtivrty enzJmov tlrto
zasauu neooorzrme, vystavrme sa tomu, ze nevystrrrneme tu aKcrvrtu, kirtr'd:
pusr.rDr v ob;ekte, ale merAme aktivitu, ktor6 sa pleJavuJe v optrmalnom pio-
stredi.

Srihrn
P6sobenie enzymov rizko srivisi s obsahom vody v reakdnom prostredi"

V plostredi s d.ostatocnym obsanom vody su enzymy aktivne, s uoytt<om vocly
straca,;u aktivitu. Dehyor'ataerou reakcneno pr-ostleqia precn6dza;r-r z formy
aktr.vnej do lormy inhr.bovanej. Innibicia je reverzibiln6. Rehydratdciou reakc-
neho prostredra sa innibovane enzymy reaktrvulu.

Zo zdvrslosti enzymatick€rro p,sobenia od vlikosti reakdn6ho prostredia vy-
plyva, Ze ak sa ma zistit skutodnd aktivita nativnych enzymov, je treba ich
aktivitu stanovit v prostredi, ktoreho obsah vody sa rovn6 obsahu, v ktororn
enzym v oblekte p6sobi.
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AHrzsHocrb aHarrMon n 6eano4uoft cpe4e

BrrnoAr'r

fleftcruue aHBxMoB yBKo cBflBarro c coAepH{aHI,IeM Bo1br B peaxllrrounoft cpege. B cpege
c AocTaToqrrHM t{oIFrecTBoM BoAr,r orlsr.rMbl flBJIfIoTcfl aHT[BHbrMI4, c nOIrIr?I(eHrreM coAep-
lr(arlrrr Bo[br reprrcr axTr,rBHocrb. O6easox[naurdeM peaxlll{onnoft cpe4rr IrepexognT lra
axrrsnofi (popurr n Qopruy uHrr.r6r,rplrponanlryxl. I4nru6m4rta ffBrrflercr penepar6ltur,nofi.
Perr.r4paraqlreft peaHqnonnorl cpegrr r,rnrra6rpnpouaHubre aHBI,lMr,r peaHrI4BIrpylorcfi.

I4a aasuccr4taocrr4 aHarrMarr,rqecnoro gelrcrsua or BJra*urocrl4 peanrluoHnoft cpe4br Bbrre-
[aer, qro ecJlrr HaM Hy?fiHo onpe[eJrrlTb [eftcrBureil],Hyro arTr{BHocrb HaruBrrbrx oHBI,rMoB,
axTr{Buocrr, oHBrrMoB AoJl}firra 6u'rl onpegelerra B cpeAe, n xoropoft coAepmarrlre BoAbI To?f(e
caMoe xax n o6'r,exre, B HorolloM eaauu 4eitcrnyet.

Die Aktivittit der Enzyme in wasserfreien Milleu

Zrsammenfassung

Der Wasser (Feuchtigkeits)- gehalt des Reaktionsmillieus beeinflusst die Wirkung
der stoffeigenen Enzyme. Die bei ausreichenden Wassergehalt des Reaktionsmillieus
aktiven Enzyme biissen durch Wasserentzug ihre AktivitHt ein. Durch Dehydrierung
des Reaktionsmillieus werden die Enzyme aus den aktiven (wirksamen; Zustand
in eine unwirksame Form i.iberfiihrt. Die Inhibition ist reversibil. Durch Rehydrati-
sierung des Reaktionsmillieus werden die Enzyme reaktiviert.

Aus der Abhdngigkeit der Enzymwirkung von der Feuchtigkeit (Konzentration)
des Reaktionsmillieus folgt das es notwendig erscheint - wenn man der wirklichen
Enzymaktivitdt nahekommen will, ihre Wirkung womiiglich in einem Reaktionsmillieu
zu bestimmen, dessen Wasser (Feuchtigkeits)- gehalt denjenigen des zu priifenden
Objektes nahekommt.
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