Aktivita enzymov v nevodnom prostredi

I. STEIN, I. GRAJCIAR

Uvod

Suroviny a vyrobky potravinarskeho priemyslu, ktorych zivé tkaniva, alebo
organizmus pri predpriprave na konzervovanie technologickymi operaciami
(napr. varenim) neboli porusené, podliehaju poéas dlhsieho skladovania bioche-
mickym zmenam, ktoré su zapri¢inené pdésobenim mikroorganizmov, resp. vlast-
nych enzymov. Neporu$ené sustavy enzymov a jednotlivé enzymy zucastiiuju
sa na autolytickych procesoch, ktoré znehodnocuju vyrobky.

Jednym 2z rozhodujucich c¢initelov, ktoré ovplyviuju kvalitativnhe premeny
potravinarskych vyrobkov pdésobenim enzymov, je ich obsah vody. Enzymatické
zmeny su v podstate biochemické reakcie, ktoré prebiehaju v bunkéach, v pro-
stredi rézne koncentrovanych vodnych roztokov. Voda je predpokladom kata-
Iytického pésobenia enzymov. Vodné prostredie umoznuje vznik labilnej zlu-
Ceniny enzymu (E) a substratu (S) a jej rozklad na produkt enzymatickej kata-
Iyzy (P). Uvolnend molekula enzymu sa opitovne zaraduje do reakéného cyklu.

E+S - ES E+ P

Rychlost priebehu reakéného cyklu zavisi od vlhkosti reakéného prostredia,
resp. od koncentracie zucastnenych zloziek. Postupnou zmenou tekutého sku-
penstva reakéného prostredia na skupenstvo pevné, spomali sa priebeh re-
akéného cyklu az sa uplne zastavi. Enzymy, ktoré su v dostatoéne tekutom
prostredi aktivne, vplyvom zniZenia obsahu vody zmensuju svoju aktivitu,
znizuju svoju katalytickii mohutnost, az Uplne prestanu pésobit, napriek tomu,
ze zostavaju v reakénom prostredi.

Cielom nasej prdace bolo sledovat vplyv obsahu vody reakéného prostredia
na aktivitu niektorych nativnych oxidoredukénych enzymov zeleného hrasku
vysuseného lyofilizaciou.

Oxiddzy a ich substraty
Oxidazy tvoria skupinu respiraénych enzymov katalyzujucich biologicku oxi-

daciu. Aktivuju pdsobenie vzdusného kyslika a reaguju priamo s molekularnym
kyslikom. Zmenou reakéného prostredia ovplyviiuje sa ich aktivita. Na indika-
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ciu zmeny aktivity, ktord nastala zmenou koncentracie reakéného prostredia,
pouzili sme z nativnych enzymov lyofilizovaného zeleného hrasku oxidazu
kyseliny l-askorbove]j, fenolazy: lakkazu a mono fenoloxidazu. (1).

Fenoldzy su enzymy, ktoré katalyzuju hydroxylaciu monofenolov na orto-
~-difenoly a oxidaciu difenolov na orto-benzochinoén. Su to intraceluldrne enzy-
my, lahko vyldhovatelné vodou. Fenolazy sa nepodarilo izolovat v krystalickej
forme. Enzymy sa povazuju za proteidy medi.

Zo skupiny fenolaz ma lakkaza najsirsiu substratova Specificitu. Katalyzuje
oxidaciu mnohych substratov ako napr. hydrochinénu, kyseliny I-askorbovej
a jej derivatov a ingych. Optiméalne posobi pri pH 4 az 5. Monofenolaza (feno-
laza) katalyzuje hydroxylaciu monofenolov na ortodifenoly. Substratmi enzgymu
su v prirode sa vyskytujuce monofenoly. Od ostatnych fenoldz sa ligi uzkou
substratovou $pecificitou. Optimalne pH 6.7.

Oxidaza kyseliny l-askorbovej .(askorbaza) katalyzuje transfer elektrénov
z molekuly l-askorbovej kyseliny a jej derivatov na molekulovy kyslik, pricom
sa kyselina I-askorbova meni na dehydroaskorbova za sucasného vzniku mole-
kuly vody. Pri oxidacii substratu nastdva redukcia Cu?* na Cu', ktord sa
opat reoxiduje kyslikom.

Vplyv zmeny koncentracie prostredia (vlhkosti, obsahu vody) zistovali sme
na zmene aktivity spomenutych enzymov lyofilizovaného zeleného hrasku.

Metodika

Na vytvorenie Ziadaného reakéného prostredia o rozliénej vlhkosti (obsahu
vody), pouzili sme glycerin p. a. odvodneny na 0,3 ", vody destildciou vo vakuu.
Riedenim bezvodého glycerinu fosfatovym reguldtorom o roéznom pH sme
pripravili reakéné prostredie pre sledovanie aktivity enzymov pri roznej vih-
kosti (uvadzanej v objemovych percentach vody).

Zdrojem enzymov bol praskovy lyofilizovany zeleny hrasok (lyofilizovany 24
hodin, maximalna teplota ohrevu 40 °C, teplota povrchu 25—30°C, pracovny
tlak 0,05—0,008 mm Hg), druh Edelperle (ro¢nik 1965) o vlhkosti 1.98 ¥y vody).

Ako substraty sme pouzili krystalické preparaty, hydrochinon pre lakkazu,
fenol pre monofenoldzu a kyselinu l-askorbovi pre oxidazu kyseliny askorbovej.
50 mg krystalického substratu sme pridavali do roztoku glycerinu zriedeného
na prislusnua koncentraciu fosfatovym regulatorom pH 6,1 pre lakkazu, pH 5,7
pre askorbazu a pH 6,7 pre fenolazu.

Aktivitu enzymov sme stanovili manometrickou metédou podla Warburga
a to lakkazu modifikaciou podla Gregga a Miillera (2) fenolazu podla Adamsa
a Nelsona (3), askorbazu podla Lovett-Janison a Nelsona (4).

Celkovy obsah hlavne] nadobky tvoril 5 ml reakénej zmesi glycerinu a regu-
latora 50 mg krystalického substratu a 200 mg lyofilizovaného zeleného hrasku.
Kalisok reakénej nadobky obsahoval filtraény papier nasiaknuty 20 %p-nym
KOH.

Do série sledovanych vlhkosti zaradili sme slepé pokusy obsahujuce krysta-
licky substrat (50 mg) a zmes reguldatora a glycerinu. Experimentalne sme si
overili, ze medzi rézne koncentrovanymi roztokmi glycerinu, reguldtora a pri-
slusnymi substratmi po dobu 3 hodin nenastava reakcia (spotreba kyslika).
Taktiez sme si overili, ze enzymaticka aktivita 200 mg lyofilizovaného zeleného
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hrasku nie je ovplyvnena po dobu trvania pokusov réznymi mnozstvami bezvo-
dého glycerinu. Hodnoty slepych pokusov (ul Og) zmesi glycerin + regula-
tor + hrasok sme z nélezu oddéitali.
Po 15 minutovom temperovani sme stanovili spotrebu kyslika (ul) pri 30 °C,
120 kyvoch/min v 10 min. intervaloch po dobu 3 hodin.
Aktivitu enzymov sme vyjadrili koeficientom reakénej rychlosti nulmoleku-
larnej reakcie
>
t

k =-

kde k = koeficient reaktnej rychlosti, x = ul 0., t = doba uc¢inku enzymu.
Na vyjadrenie Specifickej aktivity pouZivame vyraz

1 O;
Qoy = —— v,uv e —— (dychaci koeficient)
mg sud. ¢as v min.

Vysledky

V reakénom prostredi bezvodého glycerinu a relativne malého mnozstva vody
(5—10 %) pri optimalnom pH a teplote 30 °C v priebehu 3 hodin nenastiva en-
zymaticka katalyza. Inhibicia enzymov je pri tychto reakénych podmienkach
prakticky uplna. Postupnym zvySovanim obsahu vody v reak¢nom prostredi
intenzita inhibicie sa zmenguje natolko, Ze za danych pokusnych podmienok
(12,5 Y vody) mozno pozorovat pomerne slabul aktivitu oxidazy kyseliny l-as-
korbovej, kym posobenie lakkazy a fenolazy je podmienené vys$sou vlhkostou
reakéného prostredia (17,5—20 %4 vody).

Stupajucou vlhkostou aktivita enzymov sa zvysuje. Pri nekone¢nom zriedeni,
t. j. za optimalnych podmienok pdsobenia dosahuje aktivita enzymu relativne
maximum.

Z priebehu kriviek znézornujucich oxiddciu substratov v zavislosti od doby
posobenia (obr. 1) vyplyva, ze vlhkost {obsah vody) v reakénom prostredi ne-
ovplyviiuje mechanizmus poésobenia enzymu. Za inak konstantnych reakénych
podmienok (pH, teplota) sa vplyv koncentracie reakéného prostredia prejavuje
roznou polohou (tg @) kriviek, pricom v najniz$ej polohe je krivka znazor-
nujuca priebeh katalyzy pri nizkom obsahu vody a v najvyssej polohe je
krivka znézorniujuca priebeh reakcie pri nekonec¢ne zriedenom reakénom
prostredi.

Priebeh reakcii katalyzovanych enzymami sleduje v tomto pripade chod vel-
mi blizky nulmolekuldrnej reakcii. Koeficient k vo vztahu k = x/t vyjadruje
priebeh katalyzy s presnostou + 6. Zmena aktivity v ddésledku dehydratacie
prejavuje sa zmensovanim hodnoty k.
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Obr. 1 a, b, c: Vplyv vlhkosti reakéného prostredia na aktivitu askorbézy, fenolazy,
lakkazy.
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T ab. la. Lakkaza

BULLETIN V/4 - 1968

Flhkost o ol Qe Qe
- | 0,00220 0.00240 0,00213 0,00132
5 0 |0 0 i 0
10 0 0 0 0
12,5 o 0 I
15 o0 0o | o 0
15 |0 0 0 0
2 0 ~0,00022 0,00038 0,00024
» 0 000062 | 000069 0,00036
0 000012 | 0,00143 000118 0,00066
35 000022 0,00201 0,00146 0,00077
0| o000 | 00033 | 00015 | 000082
50 | o 0,00205 0,00159 ~ 0,00091
80 | 0 000228 0.00162 0,00096
Tab. 1b. Askorbaza
Obj. % 50 60 Q120 170
vihkosti U A O 0s
| 008703 0,02708 001479 | 0,00084
5 | 0 0 0 | 9
R 0 B 0 0 ' 0
12,5 0,00040 0.00012 000030 | 000021
15 0 00001 | 0.00033-____‘ 0,00024
17.5 0.00022 — 0.00046 ! 0,00029
20 0.00065 0.00066 0,00077 0,00049
25 000193 | 0,00187 000205 | 000127 ~
30 000287 | 000265 | 000285 | 000186 |
35 0.00837 000278 | 000404 | 000266
40 0,00337 0.00362 000408 | — ‘
50 000845 | 0,00822 0,00768 =
| 60 0.00993 0,00879 0.00926 =
16



T ab. lc. Fenolaza

P | - -
| vlnkons i o | o
. | |
[ - 000417 | 000362 | 000345 _
I T T R T
| 10 0 0 0 el |
135 o | 0 0 T
15 L - ] | { S i 0 . 0
w5 | 000022 | 000022 | 00001 | 000015
20 0.00043 | — | o006 | 000015
25 000075 | 000050 | 000050 0,00033
30 | 000120 | 000097 | 000092 | 000054
1 35| 000143 000102 000092 | 0,00059
Y = - SN S . B
% " ‘ ! = -
60 W =

Diskusia

Pésobenie enzgymov Uzko suvisi s obsahom vody reakéného prostredia. Po-
stupnym zniZovanim obsahu vody v reakénom prostredi reprodukovali sme —
do urcitej miery — pochod odnimania vody susenim.

Vplyv vody (vlhkosti) sme sledovali na zmene aktivity lakkazy, askorbazy a
fenolazy v reakénom prostredi s réznym obsahom vody. Zmenu aktivity sme
vyjadrili koeficientom reakénej rychlosti nultého radu.

Znizovanie aktivity spomenutych enzymov ide stitbezne so znizovanim obsahu
vody v reakénom prostredi. Obsah vody v reakénom prostredi je preto dole-
Zitym ¢initelom pri uréovani ich aktivity.

Ked vyjadrime Specifickt aktivitu mnozstvom ul O; absorbovaného 1 mg
susiny enzymatického preparatu pri 30,60 a 120 minut pri 30°C (Qo.) zistime,
Ze ten isty enzym napr. lakkaza je v prostredi so 60 %-nym obsahom vody 10
nasobne aktivnejsi ako v prostredi s 20 %y-nym obsahom vody. V prostredi, kde
je vsetok glycerin nahradeny vodou, je dychaci koeficient Q% len o nieco
vyssi (tab. 1). U oxigenazy kyseliny l-askorbovej je rozdiel v aktivite 15
a 60Y%-ného roztoku regulatora v glycerine 70-ndsobny a v prostredi bez gly-
cerinu viac ako 200 nasobny. U fenolazy su rozdiely v aktivite mensgie.

Z grafického znézornenia vyplyva, Ze priebeh kriviek sa od seba nelisi, roz-
dielna je len ich poloha resp. tg @, ktory tvoria ich tyénice s osou x. Aktivita
enzymov pri réznej vlhkosti smeruje k réznej hrani¢nej hodnote enzymatickej
aktivity, pritom mnoZstva posobiaceho enzymu a substratu sa rovnaké. Nazda-
vame sa, Ze pri¢inou zmeny aktivity v zavislosti od obsahu vody reakéného
prostredia je pohyblivost molekul v zriedenejSom substrate.

Aktivita enzymov sa meni v z4vislosti od obsahu vody v prostredi pdsobenia.
Relativne silne aktivne enzymy prechadzaju s klesajucim obsahom vody v re-
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akénom prostredi na enzymy slabo aktivne az prakticky inaktivne. Dehydraté-
ciou reakéného prostredia prechadzaja z formy aktivnej do formy inhibovanej

E. HyO _E,
(kde Eg je enzym aktivny, E; enzym inaktivny).
Deunydratacia reakeného prostredia je ¢initelom regulujucim aktivitu enzymov.
knzymy sa pritom neznicia, len sa inhibuju. Kenyarataciou reakéneno prostre-
dia sa enzymy reaktivuju:
E + H_}‘O—)Ea
Inhibicia a reaktivacia enzymatického posobenia je vysledkom ovplyvnenia &in-
nostl enzymu podmienkaml p.ostredia. Jeuna z poumienok je opsan vody, —
vinkost prostreaia, v ktorom enzymy posobia. Proces konverzie enzymu aktiv-
neio na maktivny a opacne vysasuye UiCiiu padviaciilUo..

Gratficke zndzornenie vztanu aktivity enzymu (k) s objemovymi percentami
vinkosti reakéného prostredia poukazuje na to, ze konverzia askorbazy a feno-
lazy je linedrna a v gratickom znazorneni je vyslednicou priamka. U lakkazy
gudllcKe Znazornenle lnulblcle zoupoveaa KilvKe, vuze] KilvKe exponencialie
(owi. 2). Podobne ako nativne oxidoreauktazy aj aktivita nativhe) lipoxidazy
zeleneno hrasku sa menl v zavislosil od 00sanu vody V Prostredl posowenia (u).
Keiauvne silne aktivny enzym prechéaza postupne s klesajucim opsanom vouwy
v prostredl na enzym slabo aktivny az prakticky inaktivny (o).

«0 zavislosti enzymartickeno posobenia od VinKO0stl reagcneno prostredia vy-
plyva, ze ak mame zistit skutocnu aktivitu nativnyca enzymov, Je treoa ich
akuvilu stanovit v prostredi, KIoreno 0osai vouy sd rovaa opsauu, za Kioreao
enzym v objekte posobl. ked pr1 analytickom sianoveni aklivity enzymov tuto
Zasauu neaodrzime, vystavime sa tomu, ze nevystiuneme tu akouvitu, Ktova
pusobl v objekte, ale merame aktivitu, ktora sa prejavuje v optimalnom pio-
stredi.

Suhrn

Posobenie enzymov uUzko suvisi s obsahom vody v reakénom prostredi.
V prostredi s dostatocnym obsanhom vody su enzymy aktivne, s upytkom vody
stracaju aktivitu. Dehyarataciou reakcneno prostreaia precnddzaju z formiy
aktivnej do formy inhibovanej. Inhibicia je reverzibilnd. Renydrataciou reakc-
ného prostredia sa innibovane enzymy reaktivuju.

Zo zavislosti enzymatickéno posobenia od vlikosti reakéného prostredia vy-
plyva, ze ak sa ma zistit skutoéna aktivita nativnych enzymov, je treba ich
aktivitu stanovif v prostredi, ktoreho obsah vody sa rovna obsahu, v ktorom
enzym v objekte posobi.
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AKTHBHOCTL DH3UMOB B 663BOILHOi/'I cpene
Burogu

Heficrsue 2HBUMOB y3KO CBASAHO ¢ COflep:<aHUEM BONEI B PeaKIMOHHOI cpeme. B cpeme
¢ [0CTATOYHBIM KOJIAYECTBOM BOJBl DHSMMHBl ABIAITCA AKTHBHHIMU, C IIOHHKEHUEM COZEp-
JKAHUA BOJEI TepAIT aKTMBHOCTH. O0esBoKEBaHUEM PEAKLUMOHHOW Cpelbl IEepexXomAT U3
axTuBHO! (opMel B GopMy mHrméupmpoBaHHylo. WHrubMnuA ABIAETCA peBepsuOMILHOIN.
PerupipaTanueii peaKIMOHHON Cpefibl NHruCHMPUPOBAHEEIE SHBUME! DEAKTUBIUD YIOTCS .

3 3aBNCCHMMOCTH SHSMMATHYECKOT'0 HECTBHA OT BIAKHOCTH DEAKIMCHHON CpPeJsl BHITE-
JaeT, YTO ecill HAM HYKHO ONpPEREIUTH AefiCTBUTENLHYI0 aKTHBHOCTH HATMBHEIX DH3MMOB,
AKTUBHOCTH YHBMMOB JOJFKHA OBITh ONIPENeJIeHa B Cpefie, B KOTOPOI COXeprHaHNe BOMK TOME
camoe Kak B o0beKTe, B KOTODOM 9H3UM JeiicTByeT.

Die Aktivitat der Enzyme in wasserfreien Milleu
Zusammenfassung

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

Aus der Abhingigkeit der Enzymwirkung von der Feuchtigkeit (Konzentration)
des Reaktionsmillieus folgt das es notwendig erscheint — wenn man der wirklichen
Enzymaktivitit nahekommen will, ihre Wirkung womdglich in einem Reaktionsmilliey
Zu bestimmen, dessen Wasser (Feuchtigkeits)- gehalt denjenigen des zu priifenden
Objektes nahekommdt.
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