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Uber die Stabilitiit adsorbierter Enzyme in wasserarmen Systemen
I. Die Stabilitdt von Peroxydase bei 25°C

J. P. Roozen und W. Pilnik

Landwirtschaftiiche Hochschule, Abteilung fiir Lebensmittelwissenschaft, Wageningen (Niederlande)
( Eingepangen 7. November 1969, hwt 48)

Waprige Lésungen von Peroxydase und Carboxymethyicellulose (CMC), resp. lostiche Sidrke, resp. Polyvinylpyrrolidon ( PVP)
wurden gefriergetracknei. Die so erhalienen Modellsysteme waren vollstindig wasserlaslich, Sie wurden diber gesdttigten Salzldsungen
bei verschiedenen Wasseraktivitdten inkubiert. Die Stabilitét der Peroxydase wurde sowohl vam hachpolymeren Triger wie auch von

der relativen Lufifenchiighkeit (r. L.} Becinfluft.

Einleitung

Die Aktivitit von Enzymen in wasserarmen Lebensmitteln hat
das Interesse vicler Untersucher erweckt [vgl. Ubersichtsreferat
Acker (1)]. Bei dicsen Arbeiten (2, 3, 4) zeigte es sich, daf
Enzymbestimmungen in Lebensmitteln nicht leicht durchfiihr-
bar sind. Man arbeiiet deshalb mit Modellen, welche ein be-
stimmies Enzym und scin Subsirat enthelten; Veriinderungen
des Substrates konnen dann als Funktion der Zeit analytisch
erfaBt werden. Mit dicser Technik wurde festgestellt, dal die
Prozesse bis zu einem bestimmten Niveau ablaufen, dessen
Héhe von der relativen Luftfeuchtigkeit (r.L.) abhiingig ist
(2). Die SchluBfolgerung hicraus ist (2), daB enzymatische
Reaktionen lediglich in dem kondensierten Wasser in den Ka-
pillaren méglich sind. Das Niveau, auf welchem die Reaktion
zum Stillstand kommit, ist dirckt proportional mit der im Kon-
denswasser geldsten Substratmenge, Dieser Mcchanismus setzt
stillschweigend voraus, daf} die Aktivitiit der Enzyme sclbst
sich nicht veriindert (ref. 1, p. 313).

Unscre eigenen Modellsysteme sind vollstindig und «instanty»
in Wasser 15slich. Dies pestatiet uns, echle Aktivititsbestim-
mungen nach verschiedenen Lagerzeiten und Lagerbedingun-
gen durchzufiithren und damit vor allem die Aktivititsveriin-
derungen der Enzyme selbst zu beobachten,

Materialien und Methoden

Modelle. Enzymlbsung: 100 mg Meerrettich-Peroxydase (E.C.
1.11.1.7; Worthingion Biochemical Corporation) werden in
100 m1 0,01 M S&rensen Phosphatpuffer pH 7 gelost. Matrices:
CMC Edifas BB 10 I.C.1,, 18sliche Stiirke Fluka und PVP K 25
Fluka. Es werden immer 200 mi ciner 2%igen Polymerldsung
ohne weitere pH-Adjusticrung mit 3,5 ml der Peroxydaselo-
sung gemischt und gefricrgetrocknet, Dabei gibt dic folgende
Methode die besten Resultate: Aul dem Boden von 230 mm
Durchmesser Petrischalen werden 100 mil destilliertes Wasser
gefroren. Auf diese Eisschicht wird die Modcildsung gegossen
und ebenfalls gefroren, AnschlicBend erfolgt dann die Gefrier-
trocknung in einem Leybold G-07-Apparat, welche rund 45
Stunden dauvert. Der trockene «Kuchen» wird in ¢cinem Braun-
mixer zu cinem homogenen Gemisch pemablen.,

Inkubation. Dic gemahlene Modellsubstanz wird in 40 x40 mm
Polyiithylen-Sachets verpackt, die die folgenden Vorteile auf-

weisen: Verschweillbar, schneidbar, flexibel und geniigend
wasserdampfdicht, Um die Sachets vor dem Umkippen und
Ausleeren zu schiitzen, werden sie aufrecht stehend in kleine
Konfitiirenglidser gesteckt und so in einem Exsikkator iiber
P,0O; 6 Tage lang nachgetrocknet, Bei den Lagerversuchen bei
verschiedenen r. L. hat man es dann ausschlieSlich mit Wasser-
adsorption zu tun, Die r, L. werden mittels gesdttigler Salz-
16sungen eingestellt (5), wobei 5 MeBpunkte iiber das Gebiet
10% < ¢ < 75% so gut wie moglich verteilt werden (Tab. 1),

Wasserbestimmung. Als Grundlage dient die Karl-Fischer-
Methode, wie sic von DE Moor (6) auf Milchpulver zugepafit
wurde. Die klcinen Mengen, dic analysiert werden miis<en, be-
dingen weitere Abindcrungen: die Sachets werden nach der
Entnahme avs dem Ixsikkator sofort verschweilt und ge-
wogen, Sie werden dann innerhalb eines Titriergefafles der
KF-Apparatur (Mctrohm AG, Hersau) aufgeschnitten; das
Gefdld wird so schnell wie moglich angeschlossen und mit
10 ml absolutem Methanol unter Rithren und Durchleiten vonr
getrocknetemn N, gefiillt, Die Titration erfolgt nach !5miniiti-
ger Extraktion (stabilized KF reagent, May und Baker). Als
Urtitersubstanz dient Natriumtariral p.a. von Merck,

Enzymaktivitat, Nach der Entnahme aus einem Exsikkoior
werden die Sachets verschweifit und gewogen. Als Trocken-
gewicht gilt dieses Gewicht nach Abzug der Tara und der ad-
sorbierten Feuchtigkeit, welche wegen der schnellen Wasser-
aufnahme dicser Systeme aus den Werten der Tab. 1 entnom-

Tabellel Wassergehalte in % des Gesamigewichtes der gefrier-
getrockneten Medellsysteme nach 9 Tagen Inkubation bei 25 °C

Gesiittigte % r.L %o Wasser
Salzlésungen CMC  losliche PVP
Stirke

LiCl. H,0 11,3 4 4,5 3.5
C:H;COOK . 1,5H,0 22,2 7 55 7.5
K:CO,.211,0 43,7 11 2 13,5
NHLNO, 62,5 17 10,5 20
NaCl 75,1 24,5 12,5 25.5
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men werden kann. Der Inlalt der Sachets wird dann in destil-
Jiertem Wasser aufgeldst (3-5 mg Trockengewicht per ml). Es
zeigte sich, dafb dic Aktivitit in den ersten Stunden nach der
Lasung Schwankungen unterworfen war, wie dies itbrigens
auch von Winiwy {7) beschricben warde, Wir haben daher alle
Messungen nach Stehen iiber Nacht bei 5 °C durchgefishrt und
die Aktivitit auch noch nach lingerem Stehen Gberpriift. Die
Aktivitiit wird nach Cance und MArHLY (8) bestimmit {Farb-
entwicklung mit H,0; und Guajacol), wobei wir fiir unscre
2 cm Kiivetten das Dreifache der angegebenen Yolumina neh-
men, mit entsprechender Korrektur bei der Berechnung. Die
Messungen werden mit einem Zeiss Spektrofotometer PMQ I
gemacht, der mit cinem auf 20 °C thermostatisicrtem Kiivetien-
halter mit Kiivetienrithrwerk und mit einem Servogor Kom-
pensationsschreiber (Goertz) verschen ist. Die Steigung der zu
Beginn der Reaktion linear verlaufenden Extinktionsecitkurve
ist direkt proportional der Enzymaktivitit. Die folgenden
Chemikalien wurden ohne weilere Siuberung fir die Aktivi-
titsbestimmungen beniitzi: Phosphate p.a. Merck, Perhydrol
Merck, Guajacol pract. Eastman Kodak,

Resultate

Die Wasscraufuahme des gelricrgetrockneten Maleriales zeigte
sich in Vorversuchen abhiingig von der Struktur dessclben,
welche wiederum mit der Konzentration der Polymeren vari-
iert. Darum wurden immer 2%ige Losungen auf oben be-
schriebene Weise getrocknet, Die Resultate sind aus Tab. 1 er-
sichtlich. Bei 75% r.L. waren nach 24 Stunden bei allen drei
Polymeren auch duBerlich Verfinderungen festzustellen. Die
CMC-Teilchen klebten aneinander, die Stirke wurde ein har-
ter Block und dus PVP begann zu verflicBen {nach 9 Tagen so-
gar bereits bei 62,5% r.L.).

Aktivititsverdnderungen

CMC-Peroxydase: Nach der Inkubationszeit war die Aktivitiit
bei 75% r.L. am héchsten. Sie wurde deshalb mit 100 ange-
nommen und alle anderen Aktivitiiten sind in % hicrvon aus-
gedriickt, Da wir den EinfluB der cinzelnen Behandlungssiufen
noch nicht bestimmt haben, scheint uns dies die besten Ver-
gleichsmoglichkeiten zu geben (die 100% bei 75% r.L. ent-
sprechen etwa der Hiilfte der einpewogenen Aktivitiit), Wic aus
Abb. 1 ersichtlich ist, geht die Kurve durch ¢in Minimum bei
43,7% r.L., welches bei Lingerer Lagerzeit noch verstirkt
wird.

CMC-Peroxydase-Guajacal: Hierfiir wurden 1,5 ml Guajacol
zu 200 ml 2% CMC-Lésung zugepcben und weiter wie {iie das
CMC-Peroxydase-Modell vorgegangen. Die Resultate sind in
Abb. 2 dargestellt und zeigen eine Verbesserung der Stabilitit
des Enzymes durch den Guajacol-Zusatz. Ein deutliches Mini-
mum bei 62,5% r.L. nach 13 Tagen Laperzeit verschwindet
nach 42 Tagen zu Gunsten einer U-férmigeh Kurve mit einem
flachen Minimum bei 43,7% r.L. Die groBe Stabilitit bei den
Extrem-r.L.-Werten bleibt erhalten.

Bei beiden CMC-Modellerr war nach Aufldsen und Aulbe-
wahren bei § °C wihrend 6 Tagen eine geringe Abnahme
der Enzymaktivitiit festzustellen. Dies ist ein Hinweis auf irre-
versible Verdnderungen wiihrend des Lagerns im trockencn
System.

Stirke-Peroxydase: 1In diesem System ist ¢in deutliches Maxi-
mum der Enzymstabilitit bei 62,5% r. L. festzustellen (Abb. 3),
Wic bei CMC licgt auch dieses Maximum bei etwa der Hilfie
der eingewopenen Aktivitit. Bei 22,2 und 43,7% 1. L. steigt die
Aktivitit nut der Lagerzeit, Dics st als Aktivicrung des Fn-
zymes durch Wasseraufnahme zu deuten, cine Aktivierung, die
bei 62.5% r.L. besonders schnell verliuft, wiithrend bei noch
h8herer Wasscraktivitit das Cnzym inakliviert wird, Dicses
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Abb. 1 Aktivitdt von Peroxydase auf CMC rach 6 Tagen
{x x} und nach 13 Tagen (O———0)} in verschiedenen r L,

Abb, 2 Aktivitat von Peroxydase cif CMC-Guajecol nach 13
Tagen (> x) und nach 42 Tagen (O———0) in verschiede-
nen r.L,

100;

S0

80

701

601

501

40

% Aktivitdt — =

301

20

104

437 625 751

rl.———»

0 n3 222

£



Iwtjvol, 3 {19700

J. P. Roozen und W. Pilnik, Uber die Stabilitit adsorbierter Enzyme in wasserarmen Systcmen

1004
90
80
70
60- /// /
501 o

401

% Aktivitat

10+

437 625 751

—rrr—

4] T r
o) "3 222

rL

Abb. 3 Aktivitdt von Peroxydase auf Stirke nach 6 Tagen
{x x)und nach 15 Tagen (O——~--0)} in verschiedenen r. L,

Aktivicrungsphinomen zeigte sich auch im Verhalten nach
Aufldsen und Gtigigem Aufbewahren bei 5 °C (Abb, 4). Bei
noch Lingerem Steheir nahm dann die Aktivitit in siimtlichen
Lésungen ab, Im Gegensatz zu den CMC-Modellen kann man
daher beim Stirke-Modcl! fiir einen Teilbereich der r.L. von
reversibien Verinderungen sprechen.

PVP-Peroxydase: Boveits nach cinem Tag Inkubation war eine
steile Abnahme der Aktivitit mit zunchmender r.L. festzu-
stellen (Abb, 5). Abr.L. > 60% war uberhaupt keine Aktivi-
tit mehr zu messen. Bei Lingerer Inkubation nahm auch die
Aktivitit der trockeneren Muster ab. Am stabilsten scheint das
Enzym bei 11,3% r.L. zu sein, diese Aktivitiit entspricht etwa
25% der Einwage. Nach Aufldsen und Stehenlassen bei 5 °C
nahm die Aktivitdt simtlicher Losungen noch weiter ab. Es
handelt sich also um eine irreversible Inaktivierung,

Diskussion

Die Verwendung von schnell und vollstindig wasserldslichen
Systemen ermoglichte es, echte Enzym-Aktivititsbestimmungen
auszufitbren und dadurch auch Aktivildtsverinderungen zu be-
stiminen. Diese Aktivitiitsveriinderungen erwiesen sich als
irreversible in den Systemen CMC-Peroxydase und PVP-
Peroxydase. Im System Stirke-Peroxydase verursachic dic
Trocknung eine Aktivithtsverminderung die zum Teile durch
Rehydratation wieder aufgeloben wurde,

Ackrr und seinc Gruppe (9) steliten in ihren schénen Versu-
clien fest, dal) in Substrat-Enzym-Gemischen je nach r. L., ver-
schiedene Umsatzniveaus erreicht werden, die aber alle auf das
{hdchste) Niveau bei r.L. = 70% pebracht werden kénnen,
wenn die Modelle nach Inkubation bei niedriger r. L. anf ¢ine
hihere r. L, gebracht werden. Daraus wird zu Recht dic Mig-
lichkeit einer voilstindigen Inaktivierung ausgeschlossen. Al
lerdings zeigt sich in cinigen Fillen, dai bei der Rehydratation
bei 70% 1. L. nach Yorinkubation in trockener Atmoesphiire die
Reaktionsgeschwindigkeit je nach Dauver der Verinkubation
verschieden ausfillt [vel, z. B Abb. 1-3 bl Acxer rid Kaiger
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Abb. 4 Aktivitat von Peroxydase nach 1 Tag (% x) und
nach 6 Tagen (O——-C) bei 5°C nach Auflisen des Systemes
Stdrke-Peroxydase.

Abb. 5 Aktivitdt von Peroxydase auf PVP nach 1 Tag ( x—x},
2 Tagen (0—--0) und 9 Tagen ( +———+) inverschiedenen r.L.

100

S0+

801

70;

60

50

40

301

% Aktivitit ——em

20

1C

O T y r &
0 n3 222 437 625 751

-

‘ SIe


http://Peroxydc.se

J.P. Reozen vnd W, Pimik, Ober die S1abilitit adsorbicrter Enzyme in wasssrarmen Sysicnien

Iwt/vol. 3 (t%710}

(2)]. Dics Hebe sich aufl eine teilsweise Inaktivierung withrend
der Verlagerung, wie wir sie hier beschricben haben, zuriick-
fihren, Beim Systemy Cellulose/I"henoloxydase/Brenzeatechin
[Abb. 13 Ackir und Hustr (13)] wurde auch durch MNach-
inkubation bet 70% r.L. der Umsatzgrad trotz anfinglich stei-
len Ansticees nichi mehr erreichit, der bei Direktinkubation
kel 70% r. L. gemassen wurde. Dies wird nun von den Autoren
durch «particlie Tnaktivierung» crklirt. In dicsem Fall fragen
wir uns allerdings, ob ein Stzhenbleiben der Reaktion bei ver-
schicdencn Niveaus mit Aktvitdtsverinderungen erklirt wer-
den dorf. Cine starke Verlangsamung der Maltosebildung bei
75% r.L. fanden Kumrseier und Coburo (11) im Modell
Stéirke-Diastase. Dies deckt sich mit dem staiken Aktivitdits-
abfall, den wir im System Stiirke-Peroxydase bei dieser 1.L.
feststellen konnten,

Dic groBen Unterschiede im Verhalten der hier voriiufig unter-
stchten Modelle zeizen, daB hicraus Voraussagen {iir das Ver-
halten der kompliziert zusammengestellten natitrlichen Sy-
steme (wasserarme Lebensmittel) kaum gemacht werden kén-
nen.
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Dic Stabilitit der Modellsysteme Peroxydase/CMC, PeroxydasefStirke und Peroxydase{PVP hingt neben Temperatur wrd
r.L. stark vom pil ub. Temperatur und r.L., kénnen leicht auf gewiinselite Werte eingestellt und konstant gehalten seerden,

Um grdssere pH-Verschicbungen zu verlindern, muess der Zutritt voir Kohlensiure ausgeschiossen werden, die Inkubation

ber Siurcn ist zu vermeiden wnd wenn moglich miissen die Systene gepuffert werden.

Einleitung

Die niedrigen Restaktivititen von Peroxydase nach Inkuba-
tion mit Carboxymethylcellulose (CMC), Ioslicher Stiirke
und Polyvinylpyrrolidon (PVIY, iber welche wiv in unserer
ersten Mitteilung berichteten (1), hsben uns veranlasst,
auch anderen I'aktoren als der relativen Lultfouchtigkeit
(r.L.} nachzugchen. Insbesondere sind pl-Verinderungen
beim Gefrieren oderfund Gefvicrtrocknen nichit auszu-
schliessen. HEISS und SCHACHINGER (2) berichteten
iiber pH-Senkung beim Gefiierkonzentricren von Apfelsaft
und KALLISTRATOS und SENGBUSCH (3) beschrieben
den Verlust organischer Stolfe beim Gelriertrocknen (z. B.
Oxalsiure bei Spinat). Obwohl [ir Peroxydase-Lisungen
eine pll-Stabititit von 3,5 bis 12 beschrieben ist (4), woll-
ten wir doch dem Einftuss der 11*-Ionenkonzentration auf
die Stabilitit der Peroxydase in wasscrarmen Systemen
nachgehen.

Materalicn und AMethoden

Eine ausfithrliche Beschreibung findet man in unserer B Mit-
teilung (1). Ls wurden imnier 100 mg Meerrettich-Per-
oxydase (E.C.1.11.1.7.; Worthington Biochemical Corpora-
tion) in 160 ml 0,01 M Siérensen Phosphatpuffer (pll 7)
aufgclost und von dieser Losung 2ml zusamemen it
100 ml einer 2 Teigen Polymertisung (CMC Ldilas B 10
ICI, losliche Stirke Fluka, PVP K 25 Fluka) gelriergetrock-
net. Um gepufferte Systeme zu echalten, wurde den Mi-
schungen ver dam Gefriertrocknen 120 img Veronal-Azetat
(Oxoid) cugetuat und mit 0,1 N NaGli aul pH 8 cingestelit.
Bei den Mischungaen ohne Veronal-Azetat Zusatz wurde mit
0,1 N NaOll wul plt7 eingestelit, Die urspringlichen
pH-Werte der Mischungen sind 6 fiir CMC, 3.6 fur die 10s-
liche Stirke von 4,1 fur VDY, Um beim Anfhelen des Va-
kuumis und bei der weiteren Verarbeitung des Trockengutes
jegliche CO,-Aufnzhime 7iv verbiten, wurden in die Lei-
tungen des Teybold G-07 Cefriertreckners Natronkalk-

Adsorber eingeschaltet. Gemahlen wurde in N -Atmosphire
in einem unter N, -Bruck stehienden Implkasten und inku-
biert wurde im Vakuum, Wie frither beschricben (1) wurden
die Proben in Polviithylen-Sachets zuerst diber P, O nachiae-
trocknet und dann zwel Wochen bei verschiedenen relativen
Luftfeuchtigkeiten (r.L.} bewalirt. Mit Py Os und gesittig-
ten Salzldsungen (5) wurden sieben Messpunkte im Gebiet
0 %< r.L. <735 % cingestellt (Tab. 1}, Danach unserer Erfah-
rung dic Restaktivititen nach [ukubation bei 2 °C hoher
ausfallen als bei 25 °C und wir fiir unser weiteres Arbeits-
programm auf hole Restaktivitiiten angewiesen sind, wurde
im Gegensatz zu frither nun bei 2 °C inkubicrt, Die Bestim-
mungen der Wassergehalte (Karl Fischer) und der Enzym-
aktivitit (11,0, + Guajacel) wurden wic beschricben (1)
ausgefilirt. :

Resultate

Wassergchalt

In Tab. 1 sind dic Resultate der Wassergehaltsbestimmun-
gen nach 14-tigizer Inkubation bei verschiedenen r.L. und
2 °C wicdergegeben. Die Unterschiede zwischen den gepuf-
ferten und nicht gepufierten Sysiemen sind mit dem Salzge-
halt der ersten (6 % der Trockensubstanz) zu erkliven.
pH-Verdnderungen -

Dic ungepufferten, aber anf pll 7 neutralisicrten Systeme
weisen bei unscrer normalen Arbeitsweise nach dem Ge-
fricrtrocknen alle ein tieferes pIt auf. Bei Einhalten der be-
schrichenen  Vorsichtsmassnahen, v Luft-CO, auszu-
schliessen, gelingt es, das pH von CMC und Stirke bei pll 7
zu halten; das pl voi PYP jedoch sinku auf-5 und ticler.
Bei nochinatigem Gefricitrocknen erfelat keine pll-Verin-
derung mehr. Wir haben daher fur diese Versuche oaus.
schlicsslich vorgefiicigetrocknetes PYP gebrnicht. Tiotz.
dem mmussten wir  feststelien, dass das  upgepulferte
PVP-System weitere pli-Abnahmen bis zu pli<3 aufwies
und v beim Machtrocknen iher P, 0, geiviat von La-
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Tob. 1 Wasserpchalte in % dos Gesamitgewichtes der gefricrsetrockaeien Modellsysteme nach 14 Tagen Inkubation iiber

i R .y O
1, 05 und sosiitigten Salzlésungen bei 2 °C.

% Wasser
CMC Loslichie Stiirke PVP
Salze %L gepuifert nicht gepuilert nichit pepuffert nichit
, gepuflert gepufTert pepuffert
;04 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
NaOILI,; O 7 4.5 3,9 35 35 4,5 4
LiCi-21L, 0 14,1 7 75 45 5 7 6,5
MgCl; 611, 0 339 11,5 12,5 T 8.5 13 13
Nal 215, O 46,6 15 15,5 8 10 16,5 - 17
Mg(NO;); 611, 0 595 20,5 19,5 10 12 21 21
NaCl 75,6 26,5 20 11 14,5 25 26,5

gern iiber 60 % M, 80, t1echa. (r.L. = {4 %), Wie schr man
aufl solche Phinomene aufpassen muss, zeipt ein einfacher
Versuch mit verdiinnter Natrondauge. Nach einer Wochez im
leeren Exsikkator sank dus ptl von 10 auf 8, iber 11,50,
conc. p.a. Merck wif 7 vnd iiber 11,804 cone. techn. auf
3.5. Wir vermicden dalier den Gebrauch von Schwefelsiure
zur Binstelfung von relativen Luftfeachtigheiten und wer-
den in Zukunft zur Nachtrocknung auch P, Q¢ durch Sili-
cagel ersetzen.

Abb. 1 Akrivitit von Peroxydase auf CMC bei pH 7 {nicht
gepuffert; @ — ——0) und bei pif8 (Verunal-Azetat;

Akeivitdtsverdnderungen

CMC-Peroxydase. Nach dem Gefrierirocknen hat das gepuf-
ferte Priparat nocl 75 % und das nicht gepufferte Priiparat |
noch 65 % der eingewogenen Aktivitit, Als Funklion deri .
rL. ecrgeben sich  parallel laufende  Minimumshuven'
(Abb. 1). Beim Vergleich mit den Kurven unserer ersten
Mitteilung (1) ist zu beachten, dass die Prozentzahlen sich
nun auf die eingewogene Aktivitit bezichen, was uber den
Charakter der Kurve nicht veriindert, Durch Neutralisation

Abb. 2 Akrivitét von Peroxydase anf Stirke bei pH 7
(nicht gepuffert; 0 — - — 0) und bei pl 8 { Veronal-Azetar;

x x}nach 14 Tagen in verschiedenen vl x x} nacl 14 Tugen in verschicdenen r.L.
100 100,
90 %0
J- 80 80
5 z ) i
= 7204 < 90 T::g:’:‘- _________ g
é é x [ \ﬁ?‘:?.—.q-x
* # Y
c0o 60
50 50
40 40
30 3C
201 20
10/ 10
O — T T v - - 0
0 7 330 466 505 756 0 7 13 339 466 505 756
rL —-= rl, —-=
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Abb. 3 Aktivitit von Peroxydase auf PVP bei plI6
{nicht gepuffert; 0 — — — 0}, bei pll 5.4 (nicht gepuffert;
+ —.— 4} und bei plf § (Veronal-Azetat; x x}) nach 14
Tagen in verschiedenen r.l..

und Inkubation bei tieferer Temperatur hat sich das Stabili-
titsiminimum etwas in Richtung hohierer r.L. verschoben.
Nach Aufldsen und Aufbewahiren bei 5 °C wiihrend ciner
Woche war nur cinc geringe Abnalme der Aktivitit fesl-
stellbar,

Stirke-Peroxydase. Wie aus Abb. 2 hervorgeht, licgen die
Restaktivititen aller Praben auf einer flachen Kurve lej
ca. 70 % der eingewogenen Aktivitit (80 % nach dem Ge-
friertracknen). Das Aktivierungsphiinanen (1) bei hitheren
Wassergehalten konnte bei diesen pll-stabilen Systemcen
nicht  mebr festpestellt werden, wobei cbenfalls  be-

© vierung st offensichlich auf die sich dani 1> cinstellen

ricksichtigt werden muss, dass nun atle Punkle von Anfung
an auf cinem bedeutend hialeren Aktivitiitsniveau l:cg“..
Nuch Aufldsen und Aufbewaliren bei § °C withrend eines
Woche blicben diz Aktivitdten vaveriindert,
PUP-Peroxydase. Sowoll die geputlerten wie auch die nicis
g{'puffuion Lasurgen hatten nach dem Gefriertroclone:
noch 75 % Restaktivitit, Bei Inkubation bei verschiederor
r.L. erwics sich das gepufforte System als stabiler, in Bozug
aufl pll wic in Bezug auf die Aktivitil, Abb. 3 zeipt zucr.
dass dic pli-Verinderungen der nicht gepulferten Modsit
trotz der gebrauchten Vorsichtsmussregeln nicht gut repri-
duzicrbar sind. Dig frither (1) bemerkte vollstindize Inak:-

ticfen pHl-Werte zuriickzufithren. Nach Aufliosen und \1' fos-
waliren bei 5°C wurde bei allen Proben nach einer Wochs
ca. 10 % Aktivititsverlust festgestellt.

Diskussion

Dic Zufigung von Veronal-Azetat zu unseren Modellen be-
einflusst d;rc-n Feuchtigkeitsaufnobme. Cinen . dhnliche:
Efickt fanden ACKER und HUBER (0) bei der Zugube var
Puffersalzen zu Oxydase-Cellulose-Glucose Priiparaten vni
ACKER und KAISER (7) bei der Zuzabe von Kochsalz =4
Gerstenmalzmehl, Die sprunghafte Vedinderung der Az
sorptionsisothermen, welche von den letztgenannten Awiz
ren beobachtet wurde, schreiben wir den starken Verinde-
rungen der Obesflichenverhiiltnisse in den Systemen zu
Unsere eigenen Madelle sind gefriergetrocknete Losuness

sodass sich die Sorptionsthermen nur geringfiigig addizs
verindern, in Ubereinstimmung mit den Resorptionsisotlier-
men von ACKER und KAISER (7);(Abb. 10).

Dem pll-Effekt ist offensichtlich besondere Bedeutung z.
zumessen; die grossen’ Unterschiede im Aktivititsverlust b..
den PVP-Modellen und die relative Stabilitit der CAIC- uns

Stirke Modelle widerspicgeln die entsprechende Anfzllis-
keit zur pl-Abnahme (das beaiitzte PV eathilt offensich:-
lich fliichtige basische Gruppen).

Literatur
1 ROOZEN, J.P. und
37(1970)

HEEISS, R. und S('IMCHII\CL}\ L., I\Jll\lt(‘hr‘ﬂ- A 216 (19<F
KALLISTRATOS, G. und SI° \’CBIJSC]I R. von, Z. Lebensr,.-
unfers, v-Forsch,, 126, 344 (1565)

MALNLY, A.C, Mcthods in Cazymology, Academie Press, Nev
York, Vol. 2, p. 801, (1955)

YOUNG, LF., J. Appl. Cliem., 17, 241 (1957)

ACKER, L. und HUBER, L., Lebensm.-Wiss. und Technol., 3, 32
a97m

ACKER, L. und }\Al%[ R, .,
1135, 203 (1961) ’

PILNIK, W, chcnsm -Wiss, n, Technol..

2
3

Z. Lebersnu-unters. u-Forsel, ..

+

4




Leberam,-Wias, v Vechnol. Frol. ${1971) K. 3 Kouvzen uad Piinik, Tber die Stabilitit adsurbiceter Eneyine in wasserarmen Svstemes

Uber die Stabilitiit adsorbierter Enzyme in wasserarmen Sysiemen
I Der Effekt von Elektronenbestrahlung
auf die Stabiiitit von Peroxydase

J.P. Roozen und W. Pilnik

Landwiitschaftliche Hochschule, Abteilung fiir Lebensmittelwissenschalt, Wageningen (Niederlande)
{Eingegangen 19. Oktober 1970, hwt 87)

Die Modecllsysteme- CMC-Peroxydase, Stirke-Peroxydase und PVP-Peroxydase it verschicdenen pH-Werten und Feuchziz-
keiten wurden bestrahle. Die Bestrahlungsempfindlichkeit des Enzynes zeigte sich abhingiz vom gewéihiten Polymer, vor:

pif und vom Wassergehalr, Ein Nacheffekt in den wissrigen Losungen der Modelle mit Starke und CAIC wirkt nivellicrend

auf die urspriinglich festgesicllten Enpfindlichkeiten, Das System Peroxydase-PVI weist keinen Nacheffekt auf.

On the stability of edsorbed enzyn}es in water deficient systems. HI The effect of iradiation by elcctrons on the stabiliv
of peroxidase. |

+* * F3 - . » [ ‘
Models consisting of CAC-Peroxydase, Starch-Peroxydase and PVIP-Peroxydase with different hunriditics and pll-valucs
were irradiated. The radiation sensitivity of the enzyme was seen to depend on the polymer used in the model, thie
humidity and the pfl-value. After solution CMC and Sturch showed an after-cffect which minimized the original differen-

ces in sensitivity, No after-cffect was noticed with the model Peroxydase-PVP,

Einleitung

Aus einer Ubcrsicht von AUGENSTINE (1) geht hervor,
dass die Bestrahlungsempfindlichkeit eines Enzyns vor al-
lem von der Zusammensctzung des zu bestrahlenden Sy-
stems abhiingt, BRAAMS et al. (2) haben am Beispiel von
Invertase gezeipt, wie deren Bestrahlungsempfindlichkeit in
trockenem Zustand beeinflusst wird durch die Zusunmen-
setzung des Mediums, in welchem das Enzym getrocknet
wurde. 1Don Einfluss des Wassergehaltes auf den Bestrah-
lungseffekt unicrsuchte WEDEMEYLR (3) unter anderem
am System Zellulose-Ascorbinsiure, wobcei er seine Aus
gangshypothese, dass gebundenes Wasser eine wichtige
Quelle von Radikalen sci, verwerfen musste, zugunsten der
Erkenntnis, dass ¢s fur den Bestrahlungsenergietransport
wichtig ist. Unsere bereits ausfililich beschriclenen (4, 5)
Modellsysteme Peroxydase-CMC (Carboxymethyleeliulose).
Peroxydase-Stirke und Peroxydase-PVP (Polyvinylpyrroli-
don} bicteit gute Moglichkeiten, den Einfluss des Wasser-
" gehaltes auf die Bestralilungsempfindlichkeit etnes Systems
niher zo untersuchein. Peroxydase ist bereits als ziemlich
bestrahlungsempfindliches Enzym bekannt; seine D37-Dosis
betriigt 25;10% md in ciner wiissrigen Losung von 7,107
mg/ml Lei ptl 7 (6). Was unsere Triigermaterialien betrifft,
wird Zellulose in trockenem Zustand voa allen Strahilen de-
polymerisiert; bei Anwesenheit von Wasser kann auch eine
Veraweigung des Molekids auftreten (7). Auch PVP ver-
zweigt sich als Folge von Bestrublung in trockenem Zu-
stand. Bei Bestrohlung in Lésung kann sowolil Verzweigung
als auch Kettenabbau (8) als indirektér Eifelt aultreten,
Bei Stirke wurde gefunden (9), dass durch Bestrahlung Ra-
dikale entstchen, deren Lebensdauer vom Wassergehalt ab-
hiingt. Uber eventuelle Abbauprodukte ist roch wenig be-
kannt. Untersuchungen von REUSCHL & GUILBOT (1)
bei sehr hoher Dosis (3:107 rad) erpaben cinen starken Ein-
fluss des Wassers auf den Kettenabbaa (aur bei cinem Was-
sergehalt diber 21 40), die Bildung von Glukose (Zunahme

mit Wasscrgehalt) und Oxydationsreaktionen (Schutzwis-
kung).

Materialien und Mecthoden

Die Zusammenstellung unserer Modellsysterme, wie auch éi:
von uns befolgten Methoden zu KF-Wasserbestimmung und
Aktivititsbestbnmung wurden in friilberen Publikationen be-
reits ausfiibrlich beschricben (4, 5).

Destrahlung

Bestrahlt wurde am ITAL (Institut fiir dic Verwendung ves
Atomenergie in der Landwirtschalt, Wageningen, Nieder-
lande) mittels cines Van de Graaf Elektronenbeschlauniczss
(Iligh Voltage Engineering Company; Model GS: 1,5 MaVy,
Dic Versuche wurden so durchgefihrt, dass dic Muster eins
Dosis von 108:10° rad iiber ilre gesamite Dicke per Passaz:
erhielten. Dazu mussten die Muster bei einem Abstand vor
5 em und einer Schnellheit von 3.5 em sec' hin und ker
bewegt werden, wobei ein Aluminium-Absorber (2055 oz
em ?) dic Elcktronen so abschirmte, dass die Dicke dor Mo~
ster demy Maximum der Brage-Rurve entsprach. Wihrerz
der Bestrahlung wurde durch schmelzendes Eis cine Temoz-
ratur von %0"(‘ eingchalten. Als Dosimeter dienten bau re-
Firbte Cellophanfolicn (Du Pont 195, MSC, Dicke 25.1G°.
).

Vorbereitung der Muster

Je 2p Polymer (CMC Ldifas B 10 ICI, losliche Stirks
Fluka, PVP K235 Fluka) wurden mit 2 mg Meerrettich-Paro-
xydase (E.C.1.11.1.7.; Worthinpton Biochemical Corpers-
tion) in 100 ml dest. Wasser pelist, auf das gewiinschite ok
pebracht und  pelriergetrocknet. Das trockene Materiz”
wurde gemahlen, in 42 Polyithylen-Sachets verteilt wr s
wirend 6 Tagen bei 2°C diber Silikagel nachgetiocknet.
Anscliliessend wurden Muster verschiedencr Feuchtigha i
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erhslten, indem die Sachets in Exsikkatoren vereeilt wur-
den, worin sie 2 Wochen lang fiber gesiitiipten Salzlosungen
(5} mit einer bestimmten relativen Luftfeuchtigkeit (r.1.)
ins Gleichpewicht gebracht wurden. Danach wurden dic
Sachets ?v:es«,h\.ms' bestrahdt und dirckt nach der Be-
strablung in Losung gebracht., Die Aktivitiit wurde dann
Jeweils nach einer Nacht und nach sicben Tagen Stichenlas-
sen {Kihlschrank, 2 — 5°C) Lestinimt.

Berechnung der Bestrahlungsempfindlichikeit

Als Mass der Bestrahlungsempfindlichkeit wurde die
D37-Dosis gewdldt (12). Dics ist ¢in geschiitzter Wert, wel-
cher aus eirer Regressionsgleichuna hervorgeht, die mittels
eines Komputers (Control Data 32C0) aus den natiirlichen
Logarithmen der Restaktivititen nach verschicdenen Be-
strahlungsdosen berechnet wird, wobei cine lineare Funk-
tion vorausgesetzt wird (Abb. 1a und Ib). Dic Schitzung
wird nur dann angenommen, wenn der Korrelationskoeffi-
zient zwischen ~0,95 und 1,00 Yept,
Wenn die Inaktivierung tatsichlich exponenticll verkinft,
gilt A= Ao. e'RD InA=Ao-RD. Wenn RD =1 gesetzt
wird, gilt A = TAo =037 Ao. Man kann schiciben D37.R
=1, wobei dann D37 dicjenige Strahilungsdosis ist, welche
ndtig ist, um die Enzym-Aktivitit anf 379% zu reduzieren.
Die D37-Daosis ist also aus ¢iner Geraden abzulesen, welche
gie Gleichungin A =1n AO-H >-Derfullt. Da diese Gerade
berechnet ist, um einer Reilie von Messwerten am besten zu

nd
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Abb, 12 Inaktivierungskurven des Systemes Peroxydase-
Starke pli 7, berechnet aus den angegebenen Messpunkten,
A = Restaktivitét; Ao = Aktivitit vor Bestrahlung.

Abb. 1b Inaktivierungskurren des Systemes Peroxydase-
CMC pH 6, berechnet aus den engegebenen Messpunk !cu. A
= Restaktivitit; Ao = Aktivitdt vor Bestraldung,
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entsprechen, spricht man auch von cinem peschiitzten
D37-Wert,  Beim  Umschieciben  obiger Cleichung  auf

D=-D371In A + Kenstante sicht man, dass D37 auch als

Uchtungskoeffizient der Regressionsgeraden auf/uf.iasm
ist. Dabeiist

A = Enzymaktivitit bei Dosis D (in % von Ao)

Ao = Earzymaktivitit des unbestrahiten Musters (100 %)
R = cmpirische Konstante

D = Bestrahlunpsdosis

n = Anzahl Messpunkte

Resuliate

Inaktivierungskurven -

Abb. 1a zeigt einige Inaktivierungskurven des Systems
Stiirke-Peroxydase bei pll 7. Ls fillt auf, dass die extrapo-
lierten Kurven nicht durch Ao gehen, wobei dic Kurve mit
r.L.=0% die Ordinatc noch am niichsten zu diesem Punkt
schneidet. Auch andere Stiirke-Peroxydase-Systeme zeigten
dieses Verhalien. Demgegenitber schneiden die verfingesten
Enaktivierungsgeraden der Systeme CMC-Peroxydase und
PVP-Peroxydase die Ordinatce in nur unwesentlichen Ab-

stinden vom Punkt Ao, wie Abb. Ib am Beispicl des Syste-
mes CMC-Peroxydase pll 6 zeigt.

" CMC-Peroxydase

Abb. 2 zeigt, dass dic grésste Strablungsempfindlichkeit bei
r.L.= 0% und bei r.L.> 46,6 % herrscht. Uber das ganze
Messaebiet ist das Enzym empflindlicker bei pli 6 zls bei
pll 7, wobei auch eine Maximumverschicbung auftritt. In
der pll 7-Kurve sind keine D37-Dosen fiir r.L.=0% und
r.L.=7% aufgenommen, da die oben beschricbene Me-

thode keine befriedigende Schitzung ergab (Korrclation <
-0,9).

Stiarke-Peroxydase

Aus Abb. 3 geht hervor, dass das Enzym auch in dicsem
System bei tieferen pll-Werten empfindlicher auf Bestrah-
lung reagicrt. Sowoll bei pll 4 wie auch bei pH 7 nimmt die
Empfindlichkeit mit steigender Feuchtighkeit zu; dabei mei-
nen wir in beiden Kurven, die allerdings aus Durchschnitts-
werten bestehen, einen Knickpunkt beir.L. = 33,9 % zu se-
hen. Dies wiire auch das Feuchtigkeitsgebict, in welchem
freics Wasser vorzukonmen beginnt. Die Pufferunz des
Systemes mit Veronal-Azetat auf pll 8 crhiht die Strah-
lungsresistenz gewaltig. Auch hier war fiir die Messwerte bei
r.L.=0% und r.L.=7% cinc zuverlissize Schitzung der

Abb, 2 Destrahlingsempfindlichkeit der Systeme Peroxy-
dase-CHMC pif7 und pll 6 bei verschicdenen r.L.-Werten,

Y
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Abb, 3 Bestralilungsempfindlichkelr der Systeme Peroxy-
dase-Starke pli4, pli 7, pll 8 {gepuffert) bei verschiedenen
r.L-Werten,

D37-Dosis nicht moglich. Vbrigens trat in diesem Systent
als Folpe der Bestrablung eine Briunung auf, welche mit
zunchmender Dosis und abnelimender Feuchtigleit inten-
siver wurde.

PVP-Peroxydase
Abb. 4 zeigt allein dic Werte bei pll 7; bei tieferem pll ist
der Aktivititsverlust schon wiihrend der Vorbehandlung

beinahe vollstindig (4). Die grosste Strahlungsempfindlich-
keit zeigt sich in diesem System bei den Extrem-r.L.-Werten

0% und 75,6 %.

“Innere” Bestrahlungsempfindlichkeit A

SANNER & PINL (13) definierten als “intrinsic radiosensi-
tivity” den reziproken Wert der Neigung der Kurve D37 =1
(Enzymkonzentration), Um dieses interessante Empfind-
lichkeitsmass an wnseren getrockneten Systeimen ausprobie-
ren zu kénnen, betrachten wir dicselben ab r.h.. = 46,6 % als
hochkonzentrierte Losungen. Tiefere r.L.-Werte werden
nicht beriicksichtigt, um mit Sicherheit im Gebicte von
freiem Wasser zu sein (14). Als Konzentration verwenden
wir dann die reziproken Werte der Wassergehalte der Priipa-
raie bei den verschiedenen r.L.-Werten, wie wir sie bereits
publizicrt haben {5). Die so berechneten Werte sind in Tab,
1 zusammengefasst. Auch bei niedrigen KorrelationskoefTi-
zienten ist daraus doch zu schen, dass im neutralen pH-Ge-
biet Peroxydase auf Stirke und auf CMC rund doppelt so
empfindlich ist als avf PVP. Der Vergleich von Peroxydase-
Stirke bei plH4 und pIl 7 zeigt eine weitere starke Zu-
nahme der Empfindlichkeit beim ticferen pH.

Tub. 2b Mucheffeke in % in den wiswigen Ldsungen dzr
bestrahlten Modelle nach ciner Woche Inkubation bei 2 —

5°C

CnC Stiirke
r.L.wihrend der . pii 8
Bestrzhlung pie  pl17  pli4  pH7  gepul-
ert
o0 o35 - - 42 -

7 48 - 61 74 -
14,1 77 - 60 65 -
339 58 56 60 37 45
46,6 31 11 - 44 40
59,5 35 20 55 47 37

"75,6 19 15 63 26 5
Nacheffelt :

Die bisher pesnachien Aussagen bezichen sich al]c!auf diz
Restaktivititen der bestrablten Musier, welche in Lbsungzn
gemessent wurden, die direkt nach der Bestrablung gemacht
und vor der Messung Gber Nacht in einem Kihlschrans
(2-5°C) stchen gelassen wurden. Nach ciner weiteren Woche |
Stehen der Lasungen bei 2-5°C wurden nochmals Aktivi-
titsbestimmongen durchgefiihnt und daraus neue, schain-
bare D37-Werte errechnet, Bezeichnen wir dicse als D'37, sc
konnen wir als Nacheffekt definieren:

D37-D37

Nacheflekt =
ache D37

- 100%

In Tab. 2a sind die urspringlichen und scheinbaren D37-
Werte und in Tab. 2b dic berechneten Nacheffekte doree-
stellt. Bei PVP war kein wesentlicher Unterschied zwischan
D37 und D37 festzustelien. Bei den Modellen mit CMC
und mit Stirke sind dic Unterschiede der 1D°37-Werte garis-
ger als dicjemizen der D37-Werte. Man kann deshalb sazen.
dass der Nacheffekt nivellierend wirkt. Dass die Aktivitits
abnalimse Kein Lapereffekt ist, pelit aus unseren (ritheren
fessungen (3) liervor. Auch wiirde cin Lagereffekt nur eing
Parallelverschiebung  der Inaktivierungszeraden bewirken
und 13’37 wirde als Neigung hiervon gleich D37 bleiben.

Diskussion
In unseren Modellen kann man sich die Peroxydase-Me!lz-

kille in verschicdenen Zustandsforinen denken (15). Si:
komnen inakfiviert sein (Zustand a), sie kinnen als aktive

Tab. 1 Die innere Strahlungsempfindlichkeit (1.8, = intrinsic radio sensitivity) der Systeme CMC-Peroxydase, Stirke-
Peroxydase und PVP-Peroxydase Lk = reziproker Wert des Wassergehaltes (Enzymbonzeniration)

System Regressionsgleichung Korrclations- 1.5. = Reziproke Verhidittnis
koeffizient Neigung werte dor 1S,

CMC plé D37= 285Ck+ 043 0,5877 0,035 4
. pli7 D37= 49Ek+ 241 0,0716 - -
Stitke pita DP37= 16,0k - 0,58 0,8014 0,063 7
_ pit7 D37= 263 Ek-—-0,83 0,8429 0,038 4
Stiicke + Puffor R D3?7=1160FEk - 7,33 0,7947 0,009 1
Pvp Pl ? DPD37= 61,2 Ek+ 3,15 0,7694 0,016 2
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[ CMC Stirke

-r.L. wihrend der pH 6 pH 7 pH 4 pH 7 pl1 8 gepuffert
Bustraliung D37 a7 DT D37 D37 D7 D37 D37 D37 p7
{0 35 23 - - - - 72 42 - -

i 7 6,0 3,1 .- —~ 16 0,6 54 14 - -
hal gs 20 90  ~ | 14 05 37 13 - -
339 4.0 1,7 16,0 7,0 13 038 29 1.8 7,6 4,2
46,6 22 15 28 28 - - 18 10 70 42
'59.5 .20 13 . 25 20 0.8 0.4 1,2 0,6 5.0 32
;75 6 15 12 27 23 05 - 02 10 07 28 27
T.:b 21 Nachelfekte vnd Eestralilungsempfindlichliciten von bestrahlten Pcroxydqse- dadellen, D 37 = Destrahlungs.

empfindlichkeit, angegeben in rad - 10" Zur Bestimmung der D 37-Werte wurden die bestrahlten Priiparate tber Nacht
stchm gelassen, D'37 = Nacheffekt, ausgedriickt in rad-10°, Die BcSlimll‘I\lll" der D*37-Werte erfolgte an 7 Tage alien

Pm;nmtcn die ‘wnchcn 2 ~ 5°C aufUewahrt wurden,

Enzymmolckile fest an das Polymer pebunden sein (Zu-
stand b) oder sic konnen als “freic” Molekiile eventucll
locker adsorbiert, ncben dem Polymer vorkommen (Zu-
stand ¢). Uber dic “Lagerungsinaktivierung™ oder “Adsorp-
tionsinaktivicrung™, welche zu Zustand a leiten, haben wir
in friheren Publikationen bereits berichtet (4, 5). Die Tat-
sache, dass beim Stirke - Peroxydase - Modell die 1nakti-
ucnmgwcradcn nicht durch den Punkt In Ao gehen
(Abb. 1), kann durch das nebeneinander Vorhandensein
dieser verschiedenen Zustandsformien, welchen verschiedene
Bestrahlungsemplindlichkeiten zuzuschreiben sind, erklirt
werden, Dies entspricht auch dem Konzept von FLET-
CHER & OKADA (16), die beim System Zellulose-DNase
thnliche Resultate fanden. Es ist auch interessant zu beob-
achien, dass beim Modell Peroxydase-Stiirke dic Bestrah-
lungsempfindlichkeit bereits im Gebicte r.L.=0% bis
[T-L.=33,9 %, wo nur gebundenes Wasser vorlicgt (14), mit
steipender  Feuchtigkeit zunimmt (Abb, 3). OKADA &
FLETCHER (§7), sowic WEDEMEYER (3) erkliren dics
mit verbessertem ‘Energictransport.

Fiir das Vorhandensein cines starken Komplexes der Pero-
xydase mit den beiden anderen untersuchten Polymeren
{CMC und PVP) sprechien folgende experimentelle Befunde:
Im Gepensatz zur beschricbenen starken Abweichung der
extrapolierten und cxperimentell bestimmten In Ao-Werte
bei Stirke sind bei CMC und PVP diese Abweichungen
nicht wesentlich. Man kann daraus dieselbe fmpf‘ndlmh!\ut
und dumit dicselbe Bindungsart aller Enzymmolekile ablei-
Ten. Dass es sich dabei um cinen Komplex handelt, geht

‘d.uaus hervor, dass die D37-Werte bei r.L. = 0% voneinati-
1

Abb 4 Bestrahlungsempfindlichkeit des Systemes Peroxy-
:d.m’ VP pit 7 bei verschiedenen r. L, Iif('r!en

p———

D3y

& atQrod

der verschieden sind. Bei pewdlinlichen Gemischen miisste
dicser Wert unabhiingig vom Tripermaterial derselbe sein
(1). Dic D37-Werte von CMC-Peroxydase und PVP-Peroxy-
dase licgen auch tiefer als die von Stirke-Peroxydase, Die
Maxima in Abb. 2 und Abb. 4 kénnen so erkliirt werden,
dass ¢s mit zunehmender Feuchtigheit den Trigermolekitlen
enmoglicht wird, sich bei der Bestraldung zu verzweigen (7,
8}). Dadurch nchien sic selbst mehr Encrgie auf und be-
schiitzen das Enzym. Von r.L. = 33,9 % an ist “frcies” Was-
ser moplich (14), welches Radikale bilden kann, wedurch
die Stralilungsemplindlichkeit wicder zunimmt (indirckter
Bestrahlungseffekt).
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Uber dic Stabilitit adsorbierter Enzyme in wasserarnien Systemen

IV. Der Effekt von Lagerung und Elektronenbestrahlung
auf die Stabilitiit von Pektinmethylesterase

1P, Roozen und W, Pilnik

Landwirtschaftlichie Hochschule, Abteilung fiir Lebensmittclwissenschaf t,
Wageningen (Nicderlande)
{Received April 16, 1971, bt 100)

Der Einfluss von Lagerung und Bestrahlung auf die Systeme CMC-Pektinmethylesterase, Stirke-Pektinmethylesterase,
ZUP-Pektinmethylesterase und Na-Pekiat-Pektinmethylesterase wirde studiert, Die hichste Stabilitit wurde bei Lagerung
iter Silikagel festgestellt. Die hochste Strahlungsstabilitit lag bei allen Systemen bei etwa 40 % r.L. mit Ausichme von
BVP-Pektinmethylesterase, welche bei stark schwankenden Werten mit steigender Feuchtigkeit stabiler zu werden scheint.
Durch Bestrahlung sinkt das pl{ von Stirke-Pektinmethylesterase.

On the stability of adsorbed enzymes in water deficient systems.
IV. The effect of storage and electron irradiation on the stability of pectin methyl esterase,

The influence of storage and irradiation on the systems Pectinmethylesterase-CMC, PME-Starch, PME-PVP and PME-
Sodium pectate was investigated. Storage over Silicagel gave gencrally the Jiighest stability, The highest irradiation stability
Jor all systems was found to exist at ca. 40 % relative humidity with tie exception of PME-PVP which gave very variable
results which indicate increased stability with increased humidity. Irradiation caused the pH of PAE-Starch to decrease.

Einleitung

2zktinmethylesterase (PME) ist cin ziemlich gut beschrie.
seres Enzym. Eine kurze Ubcrsicht findet man bei PILNIK
und VORAGEN (1). Fir unsere eigenen Untersuchungen ist
“cr allem die von JANSEN et al. (2) beschriebene Adsorp-
Zon vom PME an der Zellwand interessant. Diese wird aus
Irei Grinden mit der Bildung eines (nicht spezifischen)
znzym-Substratkomplexes verglichen:

1y Beim Abbau von Pektinstoffen erfolgt auch ¢in damit
zarallel vertaufender Verlust an Bindungskapazitit der Zell-
wiande; ' .

2y Zellwinde mit vollstindig verseifter Pektinkomponente
=ehalten eine stacke Affinitiit fiir PME und

3y a-Chymotrypsin wird gcbunden.

Auch iber die Strahlungsempfindlichkeit pektolytischer
Enzyme liegen beraits Angaben vor (3), wonach PME vor
dlem gegeniiber den aus Wasser gebildeten Radikaten emp-
“ndlich ist (4). Nach VAS ¢t al. (5) ist bei Tomaten die im
3aft 1osliche PHE-Fraktion strahlungsempiindlicher als die
i der Zellwand adsorbierte Fraktion. Wie bei Peroxydase
+a, 7, 8) interessierte unis such bei diczem Enzym dic Lager-
ond Bestralilungsstabilitit zuf den Matrices Cieboxymethyl-
saftutose (CMC), losliche Stirke und Polyvinylpyrrolidon
12VP), Zusiitzlich wurde auch der Einfluss von Natritin-
fektat (NaP) als Triger untersucht.

Materialien und Methoden

Die Inkubation der gefriergetrockneten Systeme (7), die

Karl-Fischer Feuchtigkeitsbestimmung (6), dic Bestrahlung _. .

(8) sowie die Berechnung der Bestrahlungsempfindtichkeit
(8) sind in den genannten Publikationen beschiricben.

Yorbehandiung des Enzymes und der Polymeren

Mit einem kiuflichen PME-Priparat (Tomaten-PME E.C,
3.1.1.11,, Worthington Biochemical Corporation) wird
durch Suspendieren in 3 % NaCl-Losung eine Vorratslasung
{120 mg per 10 ml) hergestellt. Diese Losung ist trith, weist
aber die vom Lieferanten angegebene Aktivitit von 60 LU,
per mg auf. Avfl Grund frilherer Erfubirungen (7) wird
PYK K 25 (Fluka) vorgetrockoet. Line kiufliche Pektin.
siure (Obipektin A.G., CH-Bischofszell) mit ¢twa 10%
Restveresterung wird nach ALTERMATT (9) velistindig
verseift, CMC (Edifas B10, ICl) und I8sliche Stirke (Fluka)
werden ohne weitere Behandlung gebraucht,

Medellsysteme

Von den Polymeren werden 2%ige Losungen hergestellt,
wovon je 150 ml mit 1 ml der PME-Vorratslosung gemischt
werden, Dic Mischungen werden neutralisiert (pil 7) vnd
ergeben tiockene Systeme mit 1% Null. Die weitere Be-
mandlung der PME-Modelle eutspricht derienigen der schon
beschriebenen Peroxydase-Systeme (7, 8).

14K
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PME-Aktivitétsbestimming

Als Mass der Aktivitit gilt der Verbrauch von Lauge, der
notig ist, vm die bei 25°C durch Verseifung freiwerdenden
Carboxylgruppen cines Pektinsubstrates auf pll 7,5 neutra-
lisiert zu Lalten. Dazu wird cin Reaktionsgemisch (10 mi
Modcll-Losung und 25 ml Pektinlésung) hergestellt, in wel-
chem die Endkonzentrationen 0,7 % Pektin (Grinband
Apfelpektin, 64 % Veresterung, Bezupsquelie: Obipektin
AG, Ci-Bischofszelly und 0.07 M NaCl betragen. Das Reak-
tionsgemisch wird mit Hilfe des automatisch registricrenden
Titrztors {Combititrator 3D, Metrohm AG, CH-lerisau)
" unter Verwendung von 0,01 N NaOll auf piI 7,5 gehalten.
Die Aktivitiit wird aus der lincaren Laugeverbrauch-Zeit-
Funktion berechnet. Eine solche lineare Abhiingigkeit liegt
fiir die angegebenen Verhiltnisse vor, wenn dic Enzymakii-
vitit 2—13 LU, betrigt, Dem oft beschricbenen Aktivie-
rungseffekt von NaCl auf PME (10, 11, 12) wird dadurch
Rechnung getragen, dass der Pektinlosung NaCl bis zu einer
Endkonzentration von 0,1 M zugesetzt wird. Um allfilliges
CO, auvszuschliessen, wird die Pektinlosung bereits tber
Nacht mit N, gespiilt und dann auf pH 6 eingesteilt. Dic
Titration erfolgt cbenfalls unter N3 -Strom.

Resultate

Wasseraufnahme der Systeme

Tab.l =zcigt dic Wassergehalte der PME Modell-Systeme
nach dem Erreichen des Gleichgewichtes, Dicse liegen fur

Tub. I Wossergehalte in % des Gesamigewichtes der gefrier
getrockncten Modelfsysteme nach 2 Wochen lukubation
iber Silikapel und gesittiste Salzldsungen bei 2°C

Salze %rJ.. CMC losliche PVP Na-
Stérke Pektat

Silikagel 0 35 35 3 35
NzOILH, 0 7 55 4 55 17
LiCl. 21, 0 141 8 5 B 8
MpCl, .611,0 339 11,5 7 14 125
Nal2H,0 466 145 8 16 16,5
Mg(NO3), 611, 0 595 21,5 11,5 22 205
NaCl 75,6 275 125 27 215

die verschiedenen relativen Luftfouchtigkeits (r.L.)-Werte
im Fall von CMC, PV und NaP nicht weit voneinander;
lediglich das System mit loslicher Stirke adsorbiert deutlich
weniger Feuchtinkeit. Ahnlich wie bei den Peroxydase-Mo-
delicn {6) ist auch hicr bei einer r.L. = 75 % das CMC-Mo-
dell klebrig, das Stirke-Modell ein harter Block und das
PVP-Maodell beginnt zu verfliessen, Natriun-Pektat verhilt
sich in dieser Bezichung wie CMC.

Lagenungseffekie

Die Behandlung des Enzymes vor Beginn der Inkubation
bewirkt cinen Aktivititsverlust von ca. 25 %. Ferner sinkt

Abb. 1 Restaktivitit von Pektinmethylesterase nach 2 Wochen Inkubation bei verschiedenen Wasscraktivititen in % der

“eingewogenen” Aktivitit (pH 6,5).
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Abb, 2 Bestrahlungsempfindlichkeit von Pektinmethylesterase bei verschiedenen Wasseraktivititen und pH 6,5,

das pH von 7 nach 6,5, Dieser Aktivititsverlust muss bei der
Betrachtung von Abb. 1, worin dic Restaktivitit nach der
Lagerung in % der eingewogenen AKtivitiit angegeben ist,
beriicksichtiat werden. Die Stabilitdt des Systems CMC —
PME (Abb. [A) nimmt mit zunchmenden r.L.-Werten ab —
durchschaittlich liegt das Aktivititsniveau bei 65 %. Auch
das System Stirke — PME (Abb. IB) ist bei grosster
Trockenheit am stabilsten. Das Restaktivititsniveau licgt
mit 55 % etwas ticfer. Dic Resultate des Systems PVP —
PME streuen stark (ABB. 1C); die Restaktivitit kann auf
durchgehend ca. 64 % geschiitzt werden. Dic geringste Rest-
aktivitit zeigt das Modell NaP — PME (Abb. 1D) mit 50 %;
shnlich wie bei PVP scheint die r.L+ keinen Linfluss zu
haben. Werden die Losungen der Systeme bei 2°—5°C auf-
bewahrt, so sinkt dic Aktivitit innert eincr Wocke um
25—60 %. . A

Bestrahlungseffekt

Die Bestrahlungsempfindlichkeit der PME in eincm be-
stimmten Systent kann durch den D37-Wert auszedrickt
~werden, der mittels linearer Regression aus den natirlichen
Eogarithmen der Restaktivititen als Fanktion der Bestrah-
lungsdosis fir jeden r.L.-Wert errcchaet wird (3). Die Fnp-
findlichkeit ist dann diesem D37-Wert umpekehrt propor-
tional. Die Rearessionsgeraden schaeiden die Aktivititsordi-
nate nahe beim Punkt 1n Ay (Aktivitil des unbestrahlten
Musters). In Abb, 2 sind dic D37-Werte fiir dic verschie-
denen r.L.-Werte aufgezcichnet. Dazraus gehit hervor, dass

im Modell PME — CAMC die Empfindlichkeit erst bei hoher
t.L. ectwas zunimmt (Abb.2A), wihrend beim System
PME.Stirke {Abb.2B) ein schwaches Empfindlichkeits-
minimum bei r.L.= 46,6 % besteht. Die grossen Schwan.
kungen in der Kurve des Systemes PME —PYP (Abb. 2C)
sind teilweise auf die Schwankungen in den Lager-Rest-
aktivititen zuriickzufiihren (Abb, 1C). Aus dicsen Beobach-
tungen kann hdchstens global geschlossen werden, dass die
D37-Werte mit zunchmender Feuchtigkeit zunchmen, Das
Modell PME —NaP* (Abb. 2D) weist die grosste Empfind.
lichkeit bei den Extrem-r.L.-Werten der Versuchsbedingun-
gen auf,

“Tunere” Bestrahlungsempfindlichkeit

Diese “intrinsic radio-sensitivity” wurde genau wie fiir die
friher beschricbenen Versuche mit Peroxydase (8) berech-
net. Wie aus Tab, 2 hervorgeht, ist dic Empfindlichkeit von
PME mit NaP gerade die Hilfte der Empfindlichkeit des
Enzymes mit CMC oder Stiirke. Aus den Korrelationskoeffi-
zicnten geht hervor, dass die gefundenen Werte des Systems
PME —PVP keine Aussagen pestatten,

1‘.’-::("17‘];)‘[ ekt
D37.0°37

Dieser Wert ist als 3 100 % definiert, wobei D'37

scheinbaie D37-Werte darstellen, zu deren Rerechnung die

-Restaktivititen nach Bestrahlung und nach ciner Woche ste-

tien im Kihlschrank (2~5°C) kerangezogen werden (8). In
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Tzh. 3 sind die Durchschinittswerte von D37 und D'37 einpe-
setzt. Dic Schwankungen dieser Werte, die auch aus Abb. 2
hervorgelien, erlauben keine Aussage iiber cinen Nacheffekt.

pl-Verdnderungen

Aus pll-Messungen in den Lasungen geht hervor, dass im
System mit Stirke cin Absinken des ptl-Wertes als Funk-
tion der Bestrahjungsdosis zu verzeichnen ist (Tab. 4). Die
durchschnittliche ptl-Verinderung betriigt 0,2 Einheiten

per 10% rad. Das Entstchen von Siure beim Bestrzhlen vor
Stirke wurde auch von anderen Autoren [estgestelit (13,
14).

Diskussion

Die pefricrgetrockneten PME-Polymer Systeme, welche den
Gegenstand der vorliegenden Arbeit bilden, enthalten abs

Tab, 2 Dic innere Strahlunssempfindlichkeit (1.S.) von Pektinmethiylesterase mit verschicdenen Polymeren bei pH 6,5 und

bei verschivdenen Wasscrgehalten (_113_)
k

System Regressionsgleichung Korrclations- Reziproker Verhiltnis
' koeffizient Richtungs- der 1.S.
koeffizient
CMC D37= S515Ek+2,18 03814 0,019 2
Stirke D37= 509Ek+ 085 0,847 0,020 2
.PVyP P37=-11,7Ek+9,00 0,045 - - |
NaP D37= 988 Ek+0,20 0,714 0,010 1 {

e

Tab.3 Nacheffekt ausgedriickt durch die D37-Werte {x 106 rad} bei pH 6,5 und bei verschiedenen Wasseraktivitiiten

D37 = berechnet aus den Restaktivititen nach bestrahilen, auflésen und eing Nacht stchen,
D'37 = berechnet aus den Restaktivititen nach bestrahlen, auflésen und 7 Tage bei 2—5°C stehen.

r.L. wihrend der CMC Stirke PVvP Na-Pektat
Bestrahlung D27 D37 D37 D37 D37 D37 D37 D37
0 58 59 5,7 50 6,6 58 56 5.2
7 53 52 6,0 53 6,7 6.1 55 7,1
141 - _ 52 4.7 57 52 64 75 63 6,5
339 58 56 6,2 6,0 7.2 57 65 - 8]
46,6 56 52 7.2 53 82 7.0 57 4.6
59,5 : 52 57 51 43 84 44 60 43
756 37 36 5.1 5.0 8,6 28 33 32

Tab. 4 Dic plI-Senkung im PME-Stirke-System als Funktion der Bestrahlungsdosis (D)

r.L.wilrend der  Regressions- Korrelations- Mittelwerte des BPurchschnittliche
Bestrahlung gleichung koeffizient pHunbestrahlt - pH-Senkung per 108 rad
0 pHi=-022D+6,2 0987 6,3 ' 020
pli=—-0,17D +6,5 0933 '
7 pl1=-0,17D + 6,1 0972 62 - 0,15
pli=-0,12D +6,4 0,653
14,1 pH =-0,16D +6,3 0,900 6,3 0,14
pH=-0,12D +6,3 0,941
339 pll =-021D +6,3 0,996 6,3 0,24
pll=—026D + 6.4 0990
46,6 pi=-021D+64 0,967 6,3 0,23
pll=—024D +62 0,991
59,5 pi=-022D+6A 0,971 6,2 0,20
: pH=-0,17D + 6,1 0934
75,6 pll=-0,12D+6.3 0911 6,2 0,14
pll=-0,16D + 6,1 0,975
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{ochsalz. Beim Trocknen und der Inkubzation eifolpt eine
Kristallisation (15), so dass bei deo ticferen r.L.-Werten
kein Linfluss auf dic Wassersufnahme der Modelle susgeiibt
wird, Bei hdheren 1.L.-Werten hingegen ist das Salz amorph
und wahrscheintich verantwortlich 1ur die starkere Wasser-
aufnahing, die bei den PME-Modallen im Vergleich zu den
Peroxydase-Modellen gefunden wird (7). Ferner scheint der
Ersatz von P30 durch Silikagel einen héheren Wasserge-
halt beir L., = 0 % zu verursachen (7).

Der hohe Aktivitiitsveslust, der bei der Vorbehandlung zu
konstatieren ist, kisst sich erkliren, wenn man annimmit, dass
dieser einer Fraktion des Enzyms zuzuschreiben ist, dic sich
nicht an den Triger bindet. Wihrend der Inkubation findet
dann nur noch ein geringer Aktivititsubfall statt, der ziem-
lich unabhingig von der 1.L. ist (Abb. 1). Dies spricht dafiir,
dass man es dabei nur noch mit “gebundenen™ Enzymmole-
killen zu tun hat, wic sic auch von JANSEN (s. Einleitung)
beschricben wurden. Lin weiterer Hinweis hierauf ist auch
die Tatsache, dass dic Inaktivierungskurven (Dosis vs Aktivi-
141) die Aktivititsachse nahe beim Punkt 1n A schneiden.
Dic Bedeutung dieser Erscheinung haben wir bereits frither
ausfihilich besprochen (8).

Das von uns verwendete Enzympriparat hat eincn hohen
Gchalt an Kohlenhydraten (16), so dass VAS (4), der dicscs
Priparat bestrahite, eigentlich auch mit cinem System
PME — Kolilenhydrat arbeitete. Der von ihm gefundene
D37-Wert von 8,8 vergleicht sich trotzdem nur schlecht mit
unseren Werten, dic zwischen 3 und 7 licgen. Der Unter-
schied in den Systemen, vor ailem das Verhiltnis Enzym ;
Kohlenhydrat ist eben doch schr gross, Andererseits kon-
nen wir di¢ Empfindlichkeit fiir Wasserradikale, die VAS (4)
beschreibt, auch in der Zunahme der Empfindlichkeit bei
r.L. > 46,6 % in unseren Kurven (AbD, 2) ablesen.

Danle
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wistschalt) susaefihrt.
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Uber die Stabilitiit adsorbierter Enzyme in wasserarmen Systemen

V. Der Effekt von Lagerung und Elektronenbestrahlung auf die
Stabilitdt von alkalischer Phosphatase

J.P Roozen und W. Pilnik

- e e el s 3 B iim e b oot S TS mmmim, Wk mea SRS menmmem Tl tarecmeml p o ifn.acah

Landwirtschaftliche Hochschule, Abteilung fiir Lebensmittelwissenschaft, Wageningen (Niederlande)
(Eingegangen 24. Mai 1971, lwt 107)

Wassrige Losungen von AP wurden zusanmumen mit wissrigen Lésungen von CMC, Ioslicher Stirke und PVP gefriergetrock-

net, Dabei lisst sich eine ungewiinschte pH-Senkung durch Zufiigen von Na-Bikarbonat venneiden, Walwend der drei-
wichigen Vorbehandiung {1 Woche nachtrocknen, 2 Wochen Inkubation bei 2°C und bei verschiedenen r. L.-Werten) .
verminderte sich die cingewogene Aktivitét bei CMC um 60 %, bei loslicher Stirke um 20 % und bei PVP wm 40 %. Die !
Bestrahlungsempfindlichkeit des Enzymes resp. des Enzymkomplexes lag in allen Systemen in derselben Gréssenordnung,

aber mit einigen charakieristischen Merkmalen: Beir. L. > 46,6 % nahm sie bei PVP ab, wélwend sie bei CMC und loslicher
Stirke zunahm. Die Empfindlichikeit war auch geringer in Modellen mit hoheren Enzymbkonzentrationen. Ein Nacheffekt
liess sich bei PVP-AP nicht feststellen; bei CAMC und ldslicher Stirke als Trégennaterial war er messbar und grésser bei den
Modellen niit geringer Enzymbkonzentration.

On the stability of adsorbed enzymes in water deficient systems
V. The effect of storage and irradiation by electrons on the stability of elkaline phosgphatase.

Aqucous solutions of alkaline phosphatase were freeze-dried together with aqueous solutions of CMC, soluble starch and
PVP. An undesirable lowering of the pH-values could be prevented by the addition of Na-bicarbonate. During the 3 weeks
pretreatment (1 week after drying, 2 weeks incubation at various relative humidities) the original activity dropped to 40 %
in the system CMC-Alkaline Phosphatase, to 80 % in the system with soluble starch and to 60 % in the system with PVP,
Radiation sensitivity of the enzyme (refp the enzyme-polymer complex} was roughly the same for all the polyiners.
However, at relative humidities over 46,6 % there was g decrease of the sensitivity in the PVP systems and an increase in
the CMC and soluble starch Systems. The radiation sensitivity was also smaller for the systems with a higher enzyme
concentration. After-effects were more pronounced in the CMC and soluble starch models with the lower enzyme
concentration, No after-effects could be seen in the PVP systems.

N _ _
schiiftigt sich mit dem Einfluss einiger polymerer Triigersub-
stanzen bei verschicdenen Wassergehalten auf die Bestrah-
lungsempfindlichikeit von AP.

Einleitung

Alkalische Phosphatase (AP) findet sich hiufig in Lebens-
miitteln tierischen Ursprungs. Bekannt ist seine Verwendung

-. als Indikatorenzym zur Uberprufung der Pasteurisation von

Milch (1, 2). Pank der Methodert von PORTMANN et al.  Materialien und Metheden

(3) zur Isolicrung und Reinigung der AP aus Kilberdiinn-
darmschleimhaut konnten in den letzten Jaliren verschie-
dene Eigenschaften dieses Enzymes genauer abgeklirt wer-

Die Stabilitit von AP wurde mit Methoden untersucht, die
in friiheren Publikationen bereits beschricben wurden. Es

den, So wird das Molekulargewicht mit 100.000 angegeben
(4) und der Zn-Gehalt eines gereinigten Priparates mit
0,2% (4). Mg-lonen aktivieren die Ihosphiomonoesterase-
Aktivitit und hemmen die Pysophosphatase- und ATP-ase-
Aktivitit (5). NIKOLSKAYA (6) untersuchte den Einfluss
der Bestrablung auf AP und schless auf Grund des Line-
weaver-Burk-Diagrammes (7) auf cine nicht-kompetitive
Hemmung. Dies bedeutet, dass es sich bei der Inaktivierung
des Enzymes durch jonisicrende Strahlen um cinen “alles
oder nichts”™-Prozess handelt. Blutserum (8) und wiissrige
Emulsionen von Octadecadienoaten (9) schiitzen das Ln-
zym wihrend der Bestrablung. Die vorlicgende Arbeit be--

handelt sich dabei um die Inkubation der gelriergetrockne-
ten Modelle (10), die Karl-Fischer-Feuchtigkeitsbestim-
mung (11), die Bestrahlungsprozedur (12) und die Berech-
nung der Bestrahlungsempfindtichkeit (12).

Vorbehandlung des Enzymes und der Polynieren

Als Voreatslosung I sei das Enzym-Priiparzt bezeichnet, wie
es von der Firma Bochringer, Mannheim, gekauft werden
kann (Reinheitsgrad UY. Es handelt sich hierbei um cine
Suspension von 10mg AP (E. C. 3. 1. 3. 1.) aus Kilberdarm
per ml 3,2 M Ammoniumsulfat-Losung (pli1 6). Als Veorrats-
lisung 11 wurde hicavon eing \".rdunnun{, zu 2 g Enzym
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per ml 3,2 M Ammoniumsulfat-Losung bei pli 6 hergestellt.
Im Kilischrank (5°C) sind beide Losungen stabil. Durch
die llerstellesfirma wird cine Aktivitit von 35 1.U. per mg
Enzym angegeben (Substrat: p-Nitrophenylphosphat); wir
fanden aber in beiden Losungen 80 1.U. per mg Enzym, Dic
Ursachie dafir liegt wahescheinlich in der aktivierenden Wir-
kung des von uns zur Aklivititsbestimmung gebrauchten
Ammediol-Puffers {13). Carboxymethylcellulose (CMC,
Edifas B10, ICI) und léstiche Stirke (Fluka) wurden ohne
weitere Reinigung angewandt; Polyvinylpyrrolidon (PVP
K25, Fluka) wurde, um cine Senkung des pli-Wertes zu

Modellsysteme

Zu je 100 m! 2 % Polymerlésung werden entweder 0,2 mi
der Enzymvorratslosung I (*konzentriertes Modell™) oder
0,05 m] der Vorratsiosung {I (*verdiinntes Modell™) zuge-
figt. Dann wird eine dem Ammoniumsul{at cquivalente
Menge Natriumbikarbonat in konzentrierter Losung zugege-
ben. Dies ist notig, da sonst durch das Gefriertrocknen der
pli-Wert bis auf 4 sinkt, wahrscheinlich durch Ammoniak-
Verdampfung. Dic Zufigung des Bikarbonates ergibt pl-
Werte der aufgeldsten, gefrierpetrockneten Priparate, welche
zwischen 6 und 8 liegen. Die angewandten Techniken (Ge-
fricrtrocknen, Arbeiten vnter Kohlensiure-Ausschluss, Mah.
len der gefriergetrockneten Priparate, Abfiillen der Priparate
in Polyethylensachets, etc.) wurden bereits in unseren frithe-
ren Publikationen ausfihslich beschrieben (19, 11).

AP-Aktivitgisbestimmung

Durch die Einwirkung von AP auf p-Nitrophenylphosphat
(14) entsteht p—Nitrophenol, dessen Konzentration spek-
trofotometrisch bei 405 nm gemessen werden kann. Die
Konzentrationszunahme in Funktion der Zeit dient dann
zur Aktivititsbestimmung. Um genaue und reproduzierbare
Messwerte zu erhalten, miissen die Konzentrationen von
Puffersalz (13) und Mg-Tonen (5) sorgfiltig standardisiert
sein. Wie BRESTKIN et al. {14) haben auch wir gefunden,
dass reproduzierbare Aktivititen nur gemessen werden
kénnen, wenn Puffer und Enzym vorinkubiert werden. Un-
ter Beriicksichtigung dieser Tatsache wurde die folgende Ar-
beitsvorschrift entwickelt: _

In eine 2 cm-Glaskiivette werden nacheinander § ml Enzym-
16sung und 3ml C,6 M Ammediol-0,003 M MgCl, -Lésung
(pH 10,15) pipettiert, gut gemischt und wihrend 15 Min,
bei 25°C vorinkubiert. Hierauf wird 1 m! 0,09 M p-Nitro-
phenylphosphat zugefigt. Die Zunahme der Extinktion

wird als Mass der Enzymaktivitit registriert. In unserem -

Fall beniitzten wir cinen Zeiss PMQ I1, der mit einem ther-
mostatisierten Kiivettenhalter und Riihrkiivetten ausgeriistet

- und mit einem Servogor-Kompensationsschreiber (Goertz)

verbunden ist. Bie folgenden Chemikalien wurden ohne
weitere  Reinigung -gebraucht:  Ammediol (2-amino,
2-methylpropardiol-1,3, rein, Koch Light Labs Ltd., Eng-
land), MgCl, (p.a., Merck) und p-Nitrophenylphesphat-
Dinatriumsalz (p. a. Merck).

Resultate

Wasseraufnahme der Systeme

Der Wassergehalt der AP-Polymer-Systeme wurde mitiels
KF-Titration nach Inkubation bei verschicdenen relativen
Luftfeuchitigheiten (r. L.) Giber gesittigten Salzldsungen be-
stimmnt. Es war kein Unterschied zwischen den “konzen-
trierten” ynd “verdimnten™ Modetlen festzustellen, so diss
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Abb. 1 Restaktivitdt von alkalischer Phosphatase nach 2
Wochen Inkubation bei verschicdencn Wasseraktivitgien in
% der “eingewogenen” Aktivitgt {o: verdiinnes Modell unz
O konzentriertes Modell).

in Tab. 1 die Resultate nicht nach Enzymgehalt der Modelle
differenziert sind. Wie bei den {riher beschricbenen Syste-
men mit Peroxydase (11) und Pektinmethylesterase (15) is:
auch bei der AP wiederum zu beobachten, dass be:
r.L.= 75,6 % das System mit CMC Klebrig und das System
mit Joslicher Stirke hart wird, wihrend PVP zerfliesst.

Lagerungseffekte

In Abb. 1 sind die Restaktivititen nach 14tigiger Inkuba-
tion bei verschiedenen r, L.-Werten in % der cingewogener
Aktivitiit wicdergegeben. Dic Streuung der Resuttate liser
keine deutlichen Schlussfolgerungen uber den Einfluss der
r. L. zu. Auch ist kein Einfluss der Hohe der Beginnak tivitas
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Tab. 1 Wasscrgehalte in % des Gesmmitgewichites der gefrier
getrockneten Modellsysteme nach 2 Wochen Inkubation
iiber Silikage! und gesittigten Salzlosungen bei 2°C

Salze %rl. CMC lgsliche PVP
Stirke

Silikagel 0 3 2 2,5
NaOll -11,0 7 6 4.5 55
LiCl « 21,0 141 8,5 55 2

. MgCl, ~ 6110 _339. 13 85 135
Nal 21,0 46,6 155 9,5 17
Mg (NOy), «6H,0 59,5 20 10,5 23
NaCl 756 29,5 14 30,5

Abb. 2 Bestrahlungsempfindlichkeit von alkalischer Phos-
phatase bei verschiedenen Wasseraktivititen, {e——e:  ver-
dimntes Modell und © o: konzentricrtes Modell).

(x‘lOGrad)
1O

2A:CMC_AP

0 7 14} 339 466 595 756
rL.—
(10%rad) ‘
10
2B:Starke. AP
msl 1
5 T~

—

-]
o) : _
O 7 141 330 466 595 rL?S.b
(x106r0d) )
10) 2C:PVP_AP

7506

RS

239 466 595
: , rL

Tab. 2 Dic “innere” Strohlungsempfindlichkeit (1.S.) von
alkalischer Phosphatase mit verschicdenen Polymeren bei

verschiedenen Wassergchalten (El- ).

V = “yerdiinntes Modell™; k = “konzentricrtes Modell”.

System Regressions- Korcela-  Rezipro- Vere
" pehung ot s

zient koetl. 1S,

(=158)

CMC V Dy =313E.+002 065 0032 1
k Dy =161L+34 050 0062 19
Stirke V Dy =194L . +0,00 0,70 0052 16

kK Dy =219E,+22 055 0,046 14

WPV D3y =-244E;+005 051 -0,041 —13
k Dy =-154E+51 033 -0065 -20

zu erkennen. Hingegen ist wiederum eine deutliche Abldn-
gigkeit der Lagerstabilitit vom Polymeren zu schen. Am
stabilsten ist AP auflésticher Starke (durchschnitdich 80 %
Restaktivitit) und am wenigsten stabil auf CMC (durch-
schnittlich 40 % Restaktivitit), Dazwischen liegt das Sy-
stem mit PVP mit etwa 60 % Restaktivitit. Nach Aufiésen
in Wasser sinkt die Aktivitit aller Modelle um ungefihr
10 % per Woche {Kiihischrank; 2—5°C).

Bestrahlungseffekte

Die Bestrahlungsempfindlichkeit eines Enzymes ist dem
sog. Djq-Wert umgekehrt proportional. Dieser Wert wird
aus der linearen Regression der natiirlichen Logarithmen der
Restaktivititen als Funktion der Dosis berechnet und gibt
also an, bei welcher Dosis die Aktivitit auf 37 ¢ der Aus
gangsaktivitit abgesunken ist. Ahnlich wie beim System
CMC.Peroxydase (12) schneiden die experimentell be-
stimmten Regressionsgeraden die Aktivitit-Ordinate dicht
beim Punkt In A, welcher die Aktivitit des unbestrahlten
Musters angibt. In Abb.2 sind die Dj4-Werte der unter
suchten AP-Polymer-Systeme fiir verschiedene r. L.-Werte
aufgezeichnet. Hierbej ist nun ein deutlicher Finfluss der
Enzymkonzentration zu sehen, waobei allerdings bei einer
20fachen Enzymkonzentration die D4 -Werte durchschnitt-
lich um ca. 25 % ansteigen. Das Modell CMC.AP (Abb. 2A)
weist fur beide Enzymkonzentrationen die grosste Strah.
lungsempfindlichkeit bei r. L.=75,6 % auf und die gering-
ste bei r. L. = 14,1 %. Die Kurven fiir das “konzentrierte™
und das “verdiinnte™ Modell lasficher Stirke-Al (Abb. 2B)
sind flach bis hinauf zu 46,6 %, wonach ein geringes Abfal-
len eintritt. Mit PVDP als Triger ist das Vethalien bei den
zwet Enzymkonzentrationen verschieden (Abb. 2C). Das
“verdiinnte Modell” zeigt zunehmende Dj,-Werte (abnch-
mende Empfindlichkeit} bei zunehmenden r. L., withrend
beim “konzentrierten Modell” keine Verinderung der
Cmpfindlichkeit uber das ganze r. L.-Gebiet festzustellen
ist.

“Innere” Bestrallungsenipfindlichkeit

- Ahnlich wie fur dic Modelle mit Peroxydase (12) wurde

wicderum die “innere” Bestrahlungsempfindiichkeit (intrin.
sic radio-sestsitivity) aus der Kurve Dyy = { (Enzymkonzen-
tration) berechnet. Die “intrinsic radiosensitivity™ ist dann
der reziproke Wert der Neigung dieser Kurve. Als Enzym-
konzentration  dient  die  reziproke Feuchtigkeit ab
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Tab. 3A Nacheffekt ausgedriickt durch dic D3q-Werte (x107 radt) bei verschicdenen Wasseraktivititen,

D;; = berechnet aus den Restaktivititen nach Bestrahlen, Aufldsen und einer Nacht stchen.
% = berechnet aus den Restaktivititen nach Bestrahlen, Auflésen und 7 Tagen bei 2—-5°C stchen.
© 1L, wihrend der “verdiinntes Modell” “konzentriertes Modell™
Bestrahlung - . .
CMC 16s}. Stirke PVP CMC 13sl, Stirke PVP
© D3y Diy Dy Diy Dy D3y Di; Diy Dyy Dy Dy D%
0 38 28 33 25 31 3,1 57 39 4,1 40 43 38
7 239 377 35 27 "34 3777745 42 .52 438 53 43
14,1 43 34 3,1 20 35 38 58 48 46 43 42 456
339 42 3,1 33 29 32 37 52 45 40 44 44 42
46,6 40 30 35 25 38 35 44 4.2 46 44 4,1 40
© 59,5 36 28 28 21 42 39 . 41 38 42 3,7 44 52
75,6 ’ 25 21 .29 23 44 5.1 40 35 29 27 46 40

Tab. 3B Nacheffekt in % in den wissrigen Losungen der . L. = 46,6 %, unter der Annahme, dass dann reies Wasser »
bestrahlten Modelle nach einer Woche Inkubation bei  vorliegt. Aus Tab.2 ist ersichtlich, dass bei allerdings

o A . Dn-Dy schlechter Korrelation die Werte fiir die Systeme mit CMC
2-57C. Nacheffekt = Dy, - 100% und Stirke innerhalb dem Verhiilinis 1 :2 bleiben. Esis1
fraglich, ob bei den negativen Werten mit PVP das Konzept
r.L. wihrend “verdinntes Modell™ “konzentriertes  dieses Empfindlichkeitsmasses (16) noch angewandt werden
der Bestrablung CMC Stirke Modell” CMC  kann.
‘7’ 2? g‘; | 3 é Nach-Effekt
14,1 21 35 ' 17 Wie fur die Modelle mit Peroxydase (12} intercssierte uns
339 26 12 13 auch fiir die Modelle mit AP, ob und in welcher Grisse ein
46,6 25 . 29 5 Nacheffekt beim Stehenlassen von Losungen der bestrahl
59.5 22 R 11 7 ten Modelle auftritt. Die nach einer Nacht und nach einer
156 16 21 13 Woche stehen (2—5°C) bestimmten Dj,-Werte (Mittel von

Doppelbestimmungen) sind in Tab. 3A wiedergegeben. Es
ist auf den ersten Blick ersichitlich, dass mit PVP als Triger-
material von cinem Nacheffekt nicht gesprochen werden
kann. Dies gilt auch fir das “konzentrierte Modell™ 15sli-
cher Stirke-AP. Fir dic anderen Modelic sind die Nach-
effekte in % berechnet in Tab. 3B zusammengestellt. Es
zcigt sich, dass der Nacheffekt bei geringerer Enzymkonzen-
tration grosser ist, mdmlich 20-30 % fur die “verdinnten™
CMC- und Stirke-Modelle, verglichen mit 10—15 % fiir das
“konzentrierte™ CMC-Modell und einem nur zweifethaften

Tab. 4 Die pH-Senkung im AP-Stirke-System als Funktion
der Bestralilungsdosis (). Fiir jeden r.L.-Wert sind dic Re-
sultate von 2 verschiedencn Versuchsserien ausgewertet.

rL. - Repressionsglcichung Kotsela=  Mittck  Dureh.  Effekt beim “konzentrierten™ Stirke Modell.
wihrend tions- werte des  schatl,
der Be- kocffizicnt pH unbe- pH-S.  pff-Verdinderungen
strahlung o strahlt per 10 " .
_ - pd Kontrollmessungen ergaben im System léslicher Stirke-AP

. eine pl-Erniedrigung von ca. 0,07 Einheiten per 10® 1ad. In
0 pH=-008D+73 0,9561 73 0,05 Tab. 4 sind die Messwerte von je 2 Versuchsserien pro

pli=-002D+74 09118 . L.-Wert ausgewertet, wobei ab r. L. = 46,6 % die Unter-
7 I’” =-0,09D+73 0,8538 7.5 0,08 schicde von Scrie zu Serie trotz genau gleichcr Arbeitsweise
pH=-0,08D+77 009693 _ zunehmen.

14,1 pll=-007D+73 0,9891 74 0,07
pli=-0,08D+76 0,2051

339 pH=-0,0D+72 09886 74 0,09 Diskussion
pll=—000D+76 09488
46,6  pH=-0,08D+73 0,8226 74 0,09 Diec in Tab.1 publizierten Gleichgewichtswassergehalte
pll=—0.10D + 7.5 0.9488 _ Ztimsmen nicht gcl-nau mciIt den friher gefundenen Werten fiir
3 ic Systeme mit Peroxyvdase und Pektinmethylesterase iiber-
59,5 P:} ; "gégg : ;; g?sgg 7.1 0,10 ein {12, 15). Allerdings ist zu bedenken, d:)u/ss dic Modelle
pii= -0, ' Il jedesmal mit anderen (Pektinmethylesterase) oder oline Sal-
756 pll=—018D+G62 09666 6,5 0,10 7¢ (Peroxydase) vorliegen und dass ferner als Trocknungs-
pli=-003n+69 0.,8499 mittel firr. L. = 0% P, O¢ dureh Silicagel ersetzt wurde.
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Dic von uns gekauften und hergesteliten Losungen von AP
wicsen ptl 6 uod cinen hohen Gehalt (3.2 M) an Ammme-
niumsulfat auf. Dies verleiht ihnen einen hohen Grad von
Stabilitit, die Losungen verloren beim Stehen im Kihi-
schrank (2—5°C) monatelung nicht an Aktivitit. Bei gerin-
gen Salzkonzentrationen kann hingepgen dic Aktivitit schon
innert einer Woche auf 309 abfallen. Wie aus Abb: 1 he:-
vorgeht, verloren unsere Modelle, obwohl sie im Vergleich
mit den Vorratslosungen viel salzirnmer sind, innert 3
" Wochen lediglich 20--60 % Aktivitit. Man muss also annch-
men, dass dic AP durch Komplexbildung mit den Poly-

- --meren stabilisiert wird. Dies bedeutet auch, dass die in die-

ser Arbeit gemessencn Bestrahlungsempfindlichkeiten den
Enzym-Polymer-Komplex betreffen. Ilierfur spricht auch
die Tatsache, dass dic Inaktivierunpskurven (Regressions-
geraden der Restaktivititen nach Bestrahlung mit verschie-
denen Dosen) die Aktivititsordinate nahe beim PunktIn A
(Ausgangsaktivitit) schneiden, ein Phinomen, welches nur
aus der Gleichwertighkeit aller bestrahlien Enzymmolckiile
erklirbar ist.

In den Systemen mit CMC und mit oslicher Stirke nimmt’

dic Bestrahlustgsempfindlichkeit der AP bei r. L. > 466 %
(freies Wasser ') mit steigenden r. L.-Werten zu. Das System
mit PVP verhilt sich gerade umgekehrt. wie aus Abb. 2C
und den negativen Werten fiir die “innere™ Bestrahlungs-
empfindlichkeit {Tab. 2) ersichtlich ist. Um dies zu erkli-
ren, kann man die folgende Empfindlichkeitsreihe gegen-

iiber Radikalen und hydratisierten Elektronen postulieren:.

Stirke = CMC < AP < PVP, wobei Polyimere und Enzym als
Systemkomponenten aufzufassen sind. Tatsachlich muss
nach HART et al. (17) die Reaktivitit von hydratisierten
Elcktronen gegeniiber PV viel grisser sein als gegenitber
Kohlenhydraten.

Dic “konzentrierten Modelle™ hatten hélere D,.-Werte
(AbLb. 2) und geringere Nacheffekie (Tab. 3B). Dic AP ist
also dann besser geschutzt als in den “verdunnten Model-
len” mit geringerem Enzymgehalt. Dies kann unter anderem
eine Folge einer héheren Konzentration an beschiitzenden
Verunseinigungen {18) scin, wozu auch inaktive Enzym-
molekiite gerechnet werden kénnen.
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Uber die Stabilitit adsorblerter Enzyme in wasserarmen Systemen,

VI, Fépglichielten zur Inakiivierung ven Enzymen in getrocknelen Lebensmit-
teln durch Restrablung . Betrachtungen im lichte éder ILiteratur und

eipgener Untersuchungen, .

J.P, ROOZEN und W, FILNIXK

Tandwirtschaftliche Hochschule, Abteilung {Ur Lebensmitlelwissenschaft,

Wageningen, Niederlande.

Einleitung und Grundlagen

Enzymakiivitat in getrockneton Lebensmitteln
Getrockncte Lebensmittel stehen im hygroskopischen (Gleichgewicht mit ihrer
Ungebung, IFUr eine grosse Anzahl ist die Sorptiensisotherme bestimmt; meist
handelt es cich um sigmolde Kurven (12}, Die Abhinglichkeit von nzymakti-
vitdten vom VWassergehalt des getrockneten Lebensmittels haben als erste
Kiermeier und Coduro (3) am Beispicl des diastatischen Abbancs ven Stirke
untersucht. Acker (4) und Matheson (5) betrachteten enzymatische Reak-
tionen als NMunktion der relativen Luftfeuchtigkeit (r.L.) Als Mass fur die
Enzymakiivitit diente dabei das Entstchen von Reaktionsprodukten in einer
Mischung des getrockneten Lebensmittels mit Substrat. Acker und Fuber (6)
machien auch Modellversuche,indem sie gereinigle Enzympraparate mit einem
Triger gefriertrockneten und mit dem Substrat in trockener Form mischicn,
Acker und lLuck (7) konnten das Fortschreiten der engymatischen Umsetzunge:
als Munktion der r.L, darstellen, wobei dieselben unterhail des Wendepunktes
der Sorptionsisotherme nicht mehr oder nur sehr unvellstindig verliefen,
Ihre Erkiidrung hierfir ist die Anwesenhelt von freiem Wasser im Systemen
mit einer r.],. oberhalb des Wendepurktes (3), Pleses befindet sich heupt-
stichlich in den Rapillaren und dient als Transportmittel fUr Subsiratmole-
kile, wodurch dann enzymatisehe Umgsetzungen moplich werden {9), Interessant
ist, dass lipolytische Reaklionen auch unterhalb des Vendepunktics der
Sorptionsisotherme stalt finden, % .B, in gemahlenam Hafer, Acker und Beut-
_ler (10) erkliren dics dadurch, dass in diescm Fall ¢as Substrat keiner
Auflosung in Vasser bedarf, wr zu den Enzynmaolekilen zu pgelangen, Ihre
schonen Experimente mit festom (irilaurin) und {itssigem (Triolein) Sub-

strat bestdtigen diese Erklirung, Aus dem oban gerapgton wird doutlich,
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ﬁarum auch in pelrockneten Lebensmitiel Enzymaktivitdten zu Qualit¥ispro-
blemen {Uhren kdmmen, Die Lagerung bei entsprechend tiefen r}L. ist aus
technologischen Grinden nicht immer realisierbar; auch kann sie zu andsren
ebenfalls uncrwinschien Unsetzungen fuhren (Fettoxydationg2,11), Darun
muss z,.B. Trockengemiise aus btlanchierten Gemilsen hergestellt werdcn. Eine
Inaktivierung von IEnzymen durceh Bestrahlung des Trockenproduktes wilrde

interessante 1lebensmitteltechnolcegische Perpektiven erdifnen,

Usertragung_von Bestrahlungsenergle in Lebensmitteln
Lebensmittel werden entweder mit Elekironen oder mit Gamma-Strahlen be-
strahli. In belden FHdllen beobachtet man den sog. direkien Effekt, der durch
nicht-elastische Zusammenstdsse zwischen energiereichen und moletiilzebun-
denen Eleklronen zustande kommt und das Entstechen von angeregten MNolekulen
éowie von negativen und positiven Ionen bewirkt, Am Wassermolékulen ent-
stehen auch ungeladene Radikale und hydratisierte Elektronen (12), Diese
aktiven Téilchen reagieren wieder mit den anderen Molekillen: dies ist dann
der indirekte Effekt, Direkter und indirekter Effext wurden z,B., von
Alexander et al (13) bei der Bestrahlung von Eiweissen siudiert, Ein
dritter Mechanismus der Energicllbertragunsg (mittels angeregterlolekiie)
wurde z.B, von Norman und Ginoza (14) an eineﬁ Gemisch von Cystein und
Alanin aufgezeipgt, Dieses Mechanlsmus scheint auch bei den Versuchen von
Samner et a2l (15) wirksam zu sein, wobei ein Makromolekil durch die Anwe-
senhieit der Penicillanin vor Abbau beschutzt wird, Solchie Schutzrechanisren
kommen auch bei indirekten (16, 17, 18, 19} und direkten Bestrahlunzseffexzen
(20) huufig vor,

Bnzym-Folymer Systcme als Modelle fUr setrocknete Lebensrittel.

Unsere Systeme wurden durch gefriertrocknen von Peroxydase, alkalischer
Phosphatase und Pektinesterase mit Carboxymethyleellulose (crc), lbslicrer
Stirke, Polyvinyipyrrolidon (PVP) und Natrium-Pektat (MaP) erhalten, Tie
genannten Polymere wurden gewihlt, weil sic nach gefriertrocknen in Yascer
instant 18slich sind, wodurch die Messung der Enzymaktivitidlen beitracht-
lich vereinfacht wird wnd well sie als Modelle fur Grundbausteine ven
Lebensmitteln gelten kovnnen, Tonisierende Strahlen bewirken in Folyreren

* Depolymerisation, und/oder Vernetzung, wobei direkte und indirekie Sifekie

verschiedene Wirkungen haben ksrnen (21), Bacg und Alexander (22)



unierscheiden zwischen "Abbautypen", welche bei Bestrahlung in trockenem
oder geldstem Zustoand depolymerisieren und "Vernetzungstypen", welche bei
hoher Konzentration Vernetzungsreaktionen untergehen, in verdinnten lésung
aber depolymerisieren, Die von uns benitzte CMC gehdrt zu den Abbautypen
(22) - nur bei bestimnten Wassergehalten ist Vernetzung beschrieben (23),
tirke wird cbenfalls hauptstchlich abgebaut (24, 25, 26), wo bei der Ein-
fluss des Yassergehaltes von Reuschl und Guilbot (27) beschrieben wurde,
Auch Pekiin gehdrt zum Abbautypus (28); auch hier ist die Bestrahlungsemp-
findlichkeit eine Funktion des Wassergehaltes (29), PVP ist ein Reprdsentant
des Vernetzungstypus (%0, 31): 1 - 2 4 ige Losungen gelieren beim Bestrah-
len, Auch fur die Wahl der Enzyme war die Einfachheit der Aktivitdtsmessungen
- wichtig, Andere Kriterien waren; Bedeutung in Lebensmittcln, Erh#ltlichkeit :
in reiner Form, Verschiedenheit im Typus zum Studium eines mbglichepn Zusam-
menhanges zwischen MolekUlbau (Molekulargewicht, prosthetische Gruppe, pe~
bundene Metallionen) und Bestrahlungsinaktivierung. So ist z.B. der Ein-
fluss von ionislerenden Strahlen suf alkalische FPhosphatase zu vergleichen
mit der Wirkung eines nicht kompetitiven Inhibitors (32). Dies bedeutet
dass Enzymmolekille durch Bestrahlung vollstindig inaktiviert werden, ohne
dass Zwischenformen entstehen, Bei Lactoperoxidase (53)'andererseits
sind sowohl der Eiweissteil 2ls die prosthetische Gruppe strahlungscrp-
findlich, sodass verschledene Verinderungen des MolekUles zur Inaktivie-

rung der Peroxidase beitragen kénnen,

Gemessene Grdssen und Definitionen
Die Einstellung der Préparate auf eine bestimmte Feuchtigkeit erheischte
eine gewisse Lagerzeit vor der Behandlung., Dabei wurde ein Aktivitdts-
verlust festgestellt: Es konnte also eine §§g§§§§§§1}£§§§ bestimmt werden,
Die Aktiviti#t der IEnzyme nach Bestrzhlung wurde in @ der Aktivitst direkt
vor Bestrahlung als Funktion der Dosis ausgedrickt. In den von uns untersuchten
Systemen handelte es sich dabei um eine Exponentialfunktion; dies erlaubte
Zu gebra;cgen. Der D37-Nert ist die Dosis die ndtig ist um.37 % Restaktivitat
zu erhalten, Nach einer Woche stehen der ILdsungen im Eisschrank wurde dieser
Wert Jeweils nochmals bestimmt und D'37 genamnt, Aus belden Werten Xann dann

der sog. Nacheffekt in  als D .
""""""" 371 = D=L 100

Dv7

bereehnet werden, Als allpemeine nieht von der Feuchtigkeit abhingige Strahlungs-

empfindlichkeii der Enzym-Polymer Systeme wird die "immere" Sirahlungsempfindlichle:
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gewdhlt, Dazu werden die Systome mit freiem Wasser/konzentrierte Losungen
betrachtet, da bei der Bestranlung das froid M85CTY eits Radikale zu
bilden vermag. Zur Berechnung dieser Grosse nach Sanner und Pihl (34)
wird der reziproke Vert daoh&osegcaalteg als Enzymkonzentration genonmen,
Die "irnere" Strahlungsempfindlichkeit ist damn der reziproke Wert der
Neigung der Kurve der D VWerte als Funktion dieser Konzentration.

3

Betrachtungen und Diskussion

Zﬂélszztiemg_Yer.l-?zmée_éfzel:l_lée:Ezélzlerj@
Nach einem ausfuhrlichen ﬁbersichtsreferaat von Augenstine {35) kUnnen
folpende Prozesse zur Inaktivierung fithren:
1) Verinderungen an den Aminosturen des akiiven Zentrums,
2).Spa1£ung covalenter Bindungen,
3) Formng freier Radikale,
h) Gleichzelitige Spaltung vieler schwacher polarer Bindungen,
5) Lokale Aufhttufung von Energie.
Die Bestrahlungsinaktivierunz von Enzymen ist meistens eine Exponential-
funktion der Dosis, Papain ist eine Ausnalme. Dies wird voen Sanner und
Pihl (34) durch einé\allgemeine kinetische Thecrie crklirt fUr Experimen-
te, bei welchen die Bestrahlungsdauer die mittlere Iebzeit von Wasser-
radikalen Ubersteigt (36), Auch bei of -Amylase-ldsungen ist die Funktion
Dosis-Restaktivitit nicht exponentiell (%7); daftr werden zwei Erkli-
rmngen gegeben: verschiedene Realktionsschnellheiten von Wasserradikalen
mit verschiedenen Aminogtiuren des Enzymes oder Dematurierung von inakti-
vierten Enzymmolekllen, wodurch sie fur Wasserradikale unzuginglich werden,
Ohne Angaben Uber die Inaktivierungskinetik werden zur Insktiviecrung von
Lysozyme (33) 3 mdgliche Mechanismen angefthrt: Abdeckung des zktiven
Zentrmms durch Agpregation, Spaltung covalenter Bindungen am akXtiven Zen-
trum, allgemeiner Abbsu des Lysozym-molekules, Bei Fhosphorylase B (39)
istllie allosterische Funiktion strahlungsempfindlicher als die katalytische.,
Sie kann auch beschitzt werden durch eine Fixieruns der SH-Gruppen mit
p-Chlormercuribenzoat, Das System, in welchem ein FEnzym bestirahlt wird,
hat einen streken Einfluss auf dazs Mass der Inaktivierungz. So sind
Enzyme in Lebenspitteln giemlich bestrahlungsbestundig (40) und nehmen
mit zunehmende Reinigung an Frpfindlichiteit zu (41, 42, 43), Dies ist
vor allem aufl die Vermlnderung der Restrahlungsempfindlichkeit durch
Adsorption (41) resp. Komplexformung zurdekzufinren, Komplexe kdnnen

in der ¥orm von HMetall-chelaten aultreten (Carboxypeptidase & mit Cystein,
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45; Katalase mit Clyzerin, 45 oder Blausture, 47). Auch Enzym-Substrat
Yomplexe sind untersucht: LNA-INasc (48), FPolyphenoloxidase-Tyrosin (49),
Actomyosin-Adenosintriphosphat (49), Ein Beispiel eines kovalent gebun-
denes Fnzym ist Papain mit Poly-p-aminophenylalanin (50), Auch nicht

welter cpezifizierte Komplexe wurden beschricben z,B, Agar-Trypsin (51).

P~ SR -.._.-..._-..-...-.-.._—..-———-—----—.---.———..—--.-—-——-—-————-.-———---——----.—————--——-

Der Zustand, in welchem ein Encym vorlieglt, entschelidet Uber dle Art der
Ubertragung der Bestrahlunwsenergle und damit Uber das Mass der Inakti- i
vierung, Die in unseren vorherpgehenden Fublikationen (52, 53, 54, ©5, 50)
ausfuhrlich beschricbenen eigenen Resultate sind schematisiert in Tab,1,
Die durch uns untersuchten Fnzyme wiesen Jje niach Feuchtigkelt und Art des
polymercn Triégers eine sehr unterschicdliche Bestrahlungsempfindlichkeit
auf, Man kann ségen dass die MYglichkeiten der Energietbertragmg durch
den Wassergehalt gegeben sind, wobeil die Eigenschaften der Polymeren ein
weiterer mitbestimmender TFakior sind bei der Umsetzung von Bestrahlungs-
energie in inaktivierte EnzymmolckUle, Ferner ist zu bemerken, dacs die
r,L.—ﬂ37 Kurven der Peroxidase-Polymer Systeme bel tieferen pl Werten
tiefer liegen; das Fnzym ist dabeil offensichtlich bestrahlunssempfindlicher
(5h4)}. Ebenfalls interessant ist die Tatsache, dass eine Konzentrations-
erhdhung der alkalischen Fnosphatase im System alkalische Phosphatase-'
7 Kurven ergibt (55), Die Bestrahlunssemp-
findlichkeit dieses Enzymes nimmt also mit Konzentrationszunahme ab,

Tn belden I'2llen sind die r,L.-D._ Kurven lediglich parallel verschoben,

7 .
Dies welst auf eine gewlsse Allgemeingultigkeit der in Tabelle 1 gegeben-

Polymer hther licgende r.L,-D,

en Charakterisierung der r'.I-.-D37 Kurven, Die Grenze senscrischen
"Aceeptability" von bestrahltem, getrocknetem Gepilse ist 1 106-3.

106 rad (57,58). Selbst bei Dosen bis 17, 106 rad konnte aber de Koe (57)
noch FPeroxidase-Akxtivitdt feststellen, Daraus muss man schliessen, dass

bei der Inaktivierungsdosis kein geniessbares Predukt mcehr vorliegen wirde,
Die Trockengemtise, mit welchen de XKoe arbeitete, hétten.einen Vassergehalt
von 3,5 - 8%, Bei hitheren Feuchtigkeiten (r,L. » 457) wire dle Peroxidase
empfindlicher gegen Bestrahlung gewesen (54), Allerdings konnen dabei

auch Stoffe, welche sensorisch ungewiinschie Abbauprodukte ergeben, bestrah-

lungsernpfindlicher werden,



Unserce Studien haben gezeigl dass schon allein durch Aufbewahreh der
getrockneten Enzym-Polymer Systeme AktivitHisverluste zultreten, Bei
Pproxidase ist die Laperstabilitit stark vom pH, der Temperatur und dem
r.L.-Vert abhitngig (52, 53). Zufugung des Substrates Guajacol erhont die
. Lagerstabilitut (52). Anderesseits ist keine erhvhte stabilitit des Fek-
tinesterase-Na-Pektat Systemes gesenilber anderen Pektinesterase-Pelymer
Systemen festzustellen (55)., Im gegensatz zur Bestrahlung spielt bei
der Lagerung die Konzeniration der alkalischen Phosphatase keine Rolle
(56). Verallgemeinend kann aus Tab, 1 geschlosscn werden, dass die Rigen-
sehafien der Enzyme und der Polymeren fur die Lagereigenschafien kesztim-
mend sind; Peroxidase und alkalische Phosphatse sind im Stlirke-System
am stabilsten, wfhrend Pektinesterase im CMC System am stabilsten ist,
DL‘dsungen der Enzym-Polymer Systeme welche nach der Bestrahlung gemacht
und gelagert werden, weisen weltere, unterschiedliche Aktivit&tsverlust
auf, mit ¢iner gewissen Abhtngigkeit von der Urspringlichen Dosis.
Diesclben betragen fUr Peroxidase und alkalische Phosphatase etwa 10 &,
gegenliber 25 - GQ % fUr Pcktinesterase, Es gibt also eilnen Nacheffekt
d.h. ein Andauern von Inaktivierungsreaktionen, Daniels et al (53)
erklirten einen sblchen Nacheffeki fur DNA-Losungen nit einen langsamen
Hydrolyse von labilen Zwisderprodukten., Wenn wir diese Erklirung auf
die von uns beobachteten Nacheffekte (Tab, 1) anwenden, missen vir
das Entstehen von zwar aktiven, aber doch "angeschlagenen" Enzymmole-
ktilen postulieren, welche dann in Lsung ihre Aktivitidt verschnellt var-
lieren, In den PVP Systemen ist kein Nacheffekt zu beobachten; entwsder
entstchen darin also keine "angeschlagene™ EnzynmolekUle oder dieselten
werden wieder stabilisiert, Auch bel Pektinesterase tritt in keiren der
Polymer Systeme (Tab. 1) ein Nacheffekt auf, Vielleicht kommt dieser
auch angedcits der hohen Aktivit¥tsverluste beim Stehenlassen

nach der Destrahlung nicht mehr zur Geltung (55).

In den vorliegenden Arbeiten konnten nur einige Ensyme uniersucht werden;

konnen daraus Schliisse gezogen weirden in Bezug auf anderc Enzyne?



Die Petrachtung der [.8,-Werte auf Tab, 1 ergibt {iir die Stirke und

CHMC Systcme die folgende Nangordnung der Destrahlungoompfindlichkeit:
Pekiinesterase ¢ Peroxidase < alkalische Phosphatase, Dies ist auch

die Rangordnung der Molekulargewichte (60, 61) dicser Enzyme, Am einer
Regresszion erster oder zweiter Ordrnung (Abb, 1) whre mit der gebotenen
Vorsicht die Sehlussfolgerung zu ziehen, dass die Bestrahlungsempfind-
lichkeit ven Enzymen auch vom FMolekulargewicht abhfngt. Nach Okada

(48) steigen mit dem Molekulargewicht eines Eiwelssmolekules auch die
Anzahl reakiiver stellen. Setzen wir reaktive Stelle gleich potentiellem
Inaktivierunpgsplatz, so nimnt tatsdchlich die Bestrahlungsemplindlichkeit
mit dem Molekulargewichit zu, Dies wurde auch beim direkten Bestrahlungs-

' effekt festzestellt (35). Allerdings "passen" die I.S.-Verte des Na-Pektat
und der FVP Systeme nicht, Beim Na-Pextat kamn dies durch seinen

Charakter als Substrat bedingl sein. Bei den PVP Systemen kann die Anwesen-
heit nicht aromatischer C=0 Gruppen als Erklirung dienen, welche nach
Hart et al (12) eher'mit hydratisierten Elektronen reagieren als die

Aninoszuren eines Enzymmolekules,



Tab, 1;:

Schematische Ubersicht Uber die Resultate der Lagerungs-~ und Bestrahlungs-
versuche an Inzym-Polymer Systemen,
pi 6-8, 2°¢, Elektronen bis 6.10° raq.

I Verlauf der Xurve % Restaktivitit vs Zunehmende r.L.

II Verlauf der Kurve Strahlungsresistenz (D57) vs zunehmende r.L.
TIT Verhiltnisse der "inneren" Bestrahlungsempfindlichkeiten

IV Nacheffekte,

System ' I II ITT 1v

Peroxydase E

- CMC ; Minimum Maximum 3 ~ L0 7

- Stirke ; Horizontal Sinkend 4 ~ 50 %

- PVP % Minimum Maocd mum kein
. |

Pektinesterase | -

- CMC 5 Sinkend Maximum 2 kein

- Starke E S3inkend Maximum 2 kein

- PVP E Horlzontal Steigend - kein

- Na-pektat % Horizontal Maxt mam 1 kein

Alkalische !

Fhosphatase ]

- CMC ; Horizontal Maximum 3 ~ 25 %

-~ Siurke . « Horizontal Maximum ~ et

- PVD I Horizontal Steigend -i : kznﬁ
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Rub. V. Regressionen erster (=} und zweiter (---) Crdnung der “imeren®
T t
Strehlungsempfindlichkeit (I.S,) als Funktion des Molekulargewichtes

(3i.G.) der bestrahlien Enzyme (Wang Computer Modell 700).

+ Stdrke als Triger Molekulargewichte:
# CMC als Trdger Pektinesterase 26300 (61)

Peroxidase 40000 (60)
Alkalische Phosphatase 100000 (60)

LS. x102
8_

+
6- .

/édooo 60.000
/ . — M.G.
_o] / |

100.000
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Summary,

On the stability of adsorbed enzymes in wéter deficient systems, VI, Possi-
bilities for enzyme inactivation in dried foodstuffs by irradiation, A dis-

cussion based on results from literature and own research.

The literature on the Influence of ionising radiaztion on enzyme activity

is discussed and enzymes mainly active in foodstuffs are considered, An
attempt is made to formulate_general conclusions from own results with en-
zyme-polymer syslems, According to these the radiation sensitivity of these
systems is a function of the molecular weight of the enzymes (with excepticnsz},
of the kind of polymer used and of the relative humidity during irradiation.
The observed phenomena are, however, téo complicated for a general applicaticn
to foodstuffs, X

Zusamenfassung

Den Einfluss ionisierender Strahlen auf die Aktivitat von Enzymen ist
besprochen, wobel vor allem Enzyme berucksichtigt werden, welche in
Lebensmitteln vorkommen, Gleichzeitig wird versucht die Resultate ei-

gener Versuche an Enzym-Polymer Systemen zu interpretieren und zu all-
gemein gultigen Schlussfolgerungen zu komnen, Danach ist die Bestrahlungs- -
empfindlichkeit der untersuchten Systeme elne Funktion deg Molekularge-
wichtes der Enzymkomponente, allerdings mit Ausnahmen, sowle der Art

des Polymers und des r,L.-Wertes withrend der Bestrahlung, Die Verh:it-
nisse liegen aber zu kompliziert um aus den Modelversuchen zu allgemein

gultigen Aussagen Uber Lebensmittel zu kommen,



