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Uber die Stabilitat adsorbierter Enzyme in wasserarmen Systemen 

I. Die Stabilitat von Peroxydase bei 25 °C 
J . P . Roozen und W. Pilnik 

Landwirtschaftliche Hochschulc, Abtcilung fiir Lcbcnsmittelwissenschaft, Wagcningen (Nicdcrlandc) 
(Eingegangen 7. November J 969, lwt48) 

Wafirige Losungen von Peroxydase und Carboxymethylcellulose (CMC), resp. losliclie Starke, resp. Polyvinylpyrrolidon (PVP) 
warden gefriergetrocknet. Die so erhaltcnen Modellsysteme war en vollstandig was.scrloslich. Sie warden uber gesdttig ten Salzlosungen 
bei verschiedenen Wasseraktivitaten inkubiert. Die Stabilitat der Peroxydase wurde sowohl vom hochpolymeren Trciger wie auch von 
der rclativen Luftfeuchtigkeit (r.L.) beeinfluflt. 

Einleitung 

DieAktivitat von Enzymcn in wasserarmen Lebensmitteln hat 
das. Interesse vicler Untersuclier erweckt [vgl. Obcrsichtsreferat 
ACKER (1)]. Bei diesen Arbeiten (2, 3, 4) zeigte es sich, daB 
Enzymbestimmungen in Lebensmitteln nicht lcicht durchfiihr-
bar sind. Man arbeitet deshalb mit Modellen, welche ein be-
stimmtes Enzym und sein Subsirat enthalten; Vcranderungen 
des Substrates konnen dann als Funktion der Zeit analytisch 
erfaBt werden. Mit dieser Tcchnik wurde festgestcllt, daB die 
Prozesse bis zu einem bestimmten Niveau ablaufen, dessen 
H6he von der relativcn Luftfeuchtigkeit (r.L.) abhangig ist 
(2). Die SchluBfoIgerung hieraus ist (2), daB enzymatische 
Reaktionen lediglich in dem kondensierten Wasser in den Ka-
pillaren moglich sind. Das Niveau, auf welchem die Reaktion 
zum Stillstand kommt, ist dirckt proportional mit der im Kon-
denswasser gelostcn Substratmengc. Dieser Mcchanismus setzt 
stillschweigcnd voraus, daB die Aktivitat der Enzyme selbst 
sich nicht veriindert (ref. 1, p. 313). 

Unscre eigenen Modellsysteme sind vollstandig und «instant» 
in Wasser loslich. Dies gestattet uns, echle Aktivitatsbestim-
mungen nach verschiedenen Lagerzeiten und Lagerbedingun-
gen durchzufiihren und damit vor allem die Aktivitatsvcran-
derungen der Enzyme selbst zu beobachten. 

Materialien und Methodcn 

Modelle. Enzymlosung: 100 mg Meerrettich-Pcroxydase (E.C. 
1.11.1.7; Woithingion Biocliemical Corporation) werden in 
100 ml 0,01 M Sorensen PhosphatpufTer pH 7 gelost. Matrices: 
CMC Edifas B 10 I.C.I., losliche Starke Fluka und PVP K 25 
Fluka. Es werden immcr 200 ml eincr 2%igcn Polymcrlosung 
ohne weitere pH-Adjustierung mit 3,5 ml der Pcroxydasclo-
sung gemischt und gefriergetrocknet. Dabci gibt die folgcnde 
Methodc die besten Resultate: Auf dem Boden von 230 mm 
Durchmesser Petrischalen werden 100 ml dcstilliertes Wasser 
gefroren. Auf diese Eisschicht wild die Modeilosung gegossen 
und ebenfalls gefroren. AnschlicBend erfolgt dann die Gefrier-
trocknung in einem Leybold G-07-Apparat, welche rund 45 
Stunden dauert. Der trockene «Kuchcn» wird in einem Braun-
mixer zu einem homogenen Gemisch gemahlen. 

Inkubalion. Die gemahlcne Modcllsubstanz wird in 40 x 40 mm 
Polyathylen-Sachets verpackt, die die folgenden Vorteile auf-

weisen: VcrschweiBbar, schneidbar, flexibel und geniigend 
wasserdampfdicht. Um die Sachets vor dem Umkippen und 
Ausleeren zu schiitzen, werden sie aufrecht stehend in kleine 
Konfitiirenglaser gesteckt und so in einem Exsikkator liber 
P 2 0 5 6 Tage lang nachgetrocknet. Bei den Lagerversuchen bei 
verschiedenen r .L. hat man es dann ausschlieBlich mit Wasser-
adsorption zu tun. Die r.L. werden mittels gesiittigter Salz­
losungen eingestellt (5), wobei 5 MeBpunkte liber das Gebiet 
10% < (p < 75% so gut wie moglich verteilt werden (Tab. 1). 

Wasserbestimmung. Als Grundlage dicnt die Karl-Fischer-
Methode, wie sic von DE MOOR (6) auf Milchpulvcr zugepaBt 
wurde. Die klcinen Mengen, die analysiert werden miis*.en, be-
dingen weitere Abiinderungen: die Sachets werden nach der 
Entnahme aus dem Exsikkator sofort verschweiBt und ge-
wogen. Sie werden dann innerhalb eincs TitricrgefciBes der 
KF-Apparatur (Metrohm AG, Hcrisau) aufgeschnitten; das 
GefaB wird so schncll wie moglich angcschlossen und mit 
10 ml absolutem Methanol unter Riihren und Durchleiten von 
getrocknetem N 2 gefiillt. Die Titration erfolgt nach 15minuti-
ger Extraktion (stabilized KF reagent, May und Baker). Als 
Urtitersubstanz dient Natriumtartrat p. a. von Merck. 

Enzymaktivitdt. Nach der Entnahme aus einem Exsikkator 
werden die Sachets verschweiBt und gewogen. Als Trocken-
gewicht gilt dieses Gewicht nach Abzug der Tara und der ad-
sorbierten Feuchtigkcit, welche wegen der schnellen Wasser-
aufnahme dieser Systeme aus den Werten der Tab. 1 entnom-

Tabelle 1 Wassergehalte in % des GesamtgcHichtcs der gefrier-
gctrockneten Modellsysteme nach 9 Tagcn Inkubalion bei 25 CC 

Gesattigte 
Salzlosungen 

LiCl .H20 
C2H5COOK . l,51i20 
K2C03 . 2H20 
NII4N0 j 
NaCl 

%r .L 

11,3 
22,2 
43,7 
62,5 
75,1 

% Wasser 
CMC 

4 
7 

11 
17 
24,5 

losliche 
Starke 

4,5 
5,5 
8 

10,5 
12,5 

PVT 

5,5 
7,5 

13,5 
20 
25,5 
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men werden kann. Der Inhalt dcr Sachets wild dann in destil-
licrtcm Wasscr aufgeliist (3-5 mg Trockengcwiclit per ml). Es 
zeigte sich, daB die Aktivitat in den ersten Stundcn nach der 
Losung Schwankungen unlcrworf'eii war, wie dies iibrigens 
aucli von WELIICY (7) beselirieben wurdc. Wir haben daher alle 
Mcssungen nach Stchen iiber Nacht bei 5 "C durchgefiihrt und 
die Aktivitat aucli noch nach liingcrcm Stelicn iiberpriift. Die 
Aktivitat wird nach CHANCE und MAEHLY (8) bcstinimt (Farb-
entwicklung mit H 2 0 2 und Guajacol), wobei wir fiir unsere 
2 cm Klivctten das Dreifache dcr angegebenen Volumina neh-
men, mit entsprechender Korrektur bei der Berechnung. Die 
Messungen werden mit einem Zeiss Spcktrofotomcter PMQ II 
gemacht, der mit einem auf 20 'C thermostatisiertcm Kiivetten-
halter mit Kiivetlcnriihrwcrk und mit einem Servogor Kom-
pensalionsschreiber (Gocrtz) verschen ist. Die Steigung der zu 
Beginn der Reaklion linear vcrlaufendcn Extinktionszeitkurve 
ist direkt proportional der Enzymaklivitat. Die folgcndcn 
Chemikalien wurden ohne weitere Sauberung fiir die Aktivi-
tatsbestimmungen beniitzt: Phosphate p. a. Merck, Perhydrol 
Merck, Guajacol pract. Eastman Kodak. 

Resultate 

Die Wasscraufnahme des gefricrgetrockneten Maleriales zeigte 
sich in Vorversuchen abhangig von der Struktur desselbcn, 
wclche wiederum mit der Konzentration der Polymeren vari-
icrt. Darum wurden immer 2%igc Losungcn auf oben be-
schriebene Weise gelrocknet. Die Resultate sind aus Tab. 1 cr-
sichtlich. Bei 75% r.L. waren nach 24 Stundcn bei alien drei 
Polymeren aucli auBeiiich Verandcrungen festzustellen. Die 
CMC-Teilchcn klebten aneinander, die Stiirke wurdc ein har-
ter Block und das PVP begann zu verfiieBen (nach 9 Tagen so-
gar bercits bei 62,5% r.L.). 

Abb. 1 Aktivitat von Peroxydase auf CMC nach 6 Tagen 
(x *) und nach 13 Tagen (O O) in verschiedenen r.L. 

Aktivitatsveranderimgen 
CMC-Peroxydase: Nach der Inkubationszeit war die Aktivitat 
bei 75% r.L. am hochsten. Sie wurde deshalb mit 100 ange-
nommen und alle andercn Aktiviliiten sind in % hicrvon aus-
gediiickl. Da wir den EinfluB dcr einzclnen Behandlungsstufen 
noch nicht bestimmt haben, schcint uns dies die besten Vcr-
glcichsmoglichkcitcn zu geben (die 100% bei 75% r.L. ent-
sprechen elwa der Halfte dcr eingewogencn Aktivitat). Wie aus 
Abb. 1 crsichtlich ist, gcht die Kurve durch ein Minimum bei 
43,7% r.L., welches bei langerer Lagerzeit noch verstarkt 
wird. 

CMC-Peroxydase-Guajacol: Hierfur wurden 1,5 ml Guajacol 
zu 200 ml 2% CMC-L6sung zugegeben und weiter wie fiir das 
CMC-Peroxydase-Modell vorgegangen. Die Resultate sind in 
Abb. 2 dargeslellt und zeigen eine Verbesserung dcr Stabililat 
des Enzymes durch den Guajacol-Zusatz. Ein deutliches Mini­
mum bei 62,5% r.L. nach 13 Tagen Lagerzeit verschwindet 
nach 42 Tagen zu Gunstcn einer U-formigeh Kurve mit einem 
flachen Minimum bei 43,7% r.L. Die groBe Stabilitat bei den 
Extrcm-r.L.-Werten blcibt erhalten. 
Bei beiden CMC-Modellcn war nach Aufloscn und Aufbe-
wahren bei 5 °C wahrend 6 Tagen eine geringe Abnahme 
dcr Enzymaktivitat festzustellen. Dies ist ein Hinwcis auf irre­
versible Verandcrungen wahrend des Lagerns im trockenen 
System. 

Starke-Peroxydase: In diesem System ist ein deutliches Maxi­
mum derEnzymstabilitat bei 62,5% r.L.fcslzuslellcn (Abb. 3). 
Wie bei CMC liegt auch dieses Maximum bei etwa der Halfte 
der eingewogencn Aktivitat. Bei 22,2 und 43,7% r. L. steigt die 
Aktivitat mit dcr Lagerzeit. Dies ist als Aktivierung des En­
zymes durch Wasscraufnahme zu deuten, eine Aktivierung, die 
bei 62,5% r.L. besonders schnell verla'uft, wahrend bei noch 
hoherer Wasscraktivitat das Enzym inaktivicrt wird. Dieses 

Abb. 2 Aktivitat von Peroxydase auf CMC-Cuajacol nach 13 
Tagen (* *) und nach 42 Tagen (O O) in verschiede­
nen r.L. 
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Abb. 3 Aktivitat von Peroxydc.se auf Starke nach 6 Tagen 
( x *) und nach 15 Tagen (o O) in verschiedenen r.L. 

Aktivicrungsphanomen zeigte sich auch im Veihalten nach 
Auflosen und 6tagigem Aufbewahren bei 5 CC (Abb. 4). Bei 
noch ISngerem Stehcn nalim datm die Aktivitat in samtlichen 
Losungen ab. Im Gegensatz zu den CMC-Modellen kann man 
daher beim Starke-Modcll fiir einen Teilbereich der r .L. von 
reversibien Veriinderungcn sprechen. 

PVP-Peroxydase: Bcreits nach einem Tag Inkubation war eine 
steile Abnahme der Aktivitat mit zunehmender r .L. festzu-
stcllen (Abb. 5). Ab r .L. > 60% war uberhaupt keine Aktivi­
tat mehr zu messcn. Bei langerer Inkubation nahm auch die 
Aktivitat der trockeneren Muster ab. Am stabilsten scheint das 
Enzym bei 11,3% r.L. zu sein, diese Aktivitat entspricht etwa 
25% der Einwage. Nach Auflosen und Stehenlassen bet 5 °C 
nahm die Aktivitat samtlicher Losungen noch weiter ab. Es 
handelt sich also urn eine irreversible Inaktivierung. 

Diskussion 

Die Verwendung von schnell und vollstandig wasserloslichen 
Systemen ermoglichte es.echteEnzym-Aktivitatsbestimmungen 
auszufuhren und dadurch auch Aktivitatsverandcrungen zu be-
stimmen. Diese Aktivitatsverandcrungen erwiesen sich als 
irreversible in den Systemen CMC-Peroxydase und PVP-
Peroxydase. Im System Staike-Pcroxydase vcrursachte die 
Trocknung eine Aktivitatsverminderung die zum Teile durch 
Rehydratation wicder aufgehoben wurde. 
ACKFR und seine Gruppe (9) stellten in ihren schonen Vcrsu-
chen fest, da3 in Substrat-Enzym-Gemischen je nach r.L. ver-
schicdene Umsatzniveaus crreicht werden, die aber al!e auf das 
(hochste) Niveau bei r .L. = 70% gebracht werden konnen, 
wenn die Modelic nach Inkubation bei niedriger r .L. auf eine 
hohere r.L. gebracht werden. Daraus wild zu Recht die Mog-
lichkcit einer voilstiindigen Inaktivierung ausgeschlosscn. Al-
lerdings zeigt sich in cinigen Fallen, daB bei der Rehydratation 
bei 70% r.L. nach Vorinkubation in trockener Atmosphiire die 
Reaktionsgeschwindigkeit je nach Daucr der Vorinkubation 
verschieden ausfallt [v<;l. z.B. Abb. 1-3 hci ACXF.R rud KAISKR 

Abb. 4 Aktivitat von Peroxydase nach I Tag (*• *J und 
nach 6 Tagen (O O) bei 5 °C nach Auflosen des Systemes 
Stark e- Peroxydase. 

Abb. 5 Aktivitat von Peroxydase auf PVP nach 1 Tag(* *), 
2 Tagen (o O) und9 Tagen (+ +) in verschiedenen r.L. 
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(2)]. Dies licBo sich nuf cine teilsweise Inaklivicrung wahrend 
der Vorlngerung, wis wir sie liter beschricben haben, zuriick-
fi'ihrcn. Brim System Cellulosc/Phenoloxydase/Brenzcatcchin 
[Abb. 1; ACKER und HUHER (10)] wurdc audi durch Nach-
inkubation bei 70% r. L. dcr Umsatzgrad Irotz anfangHch stei-
Icn Anstiugcs nichl mchr crreicht, der bci Direktinkubalion 
bei 70% r.L. gemessen wurdc. Dies wild nun von den Autorcn 
durch «partie!!e Inaktivierung» crklart. In dicsem Fall fragen 
wir uns allerdings, ob cin Stchenbleibcn der Rcaklion bei ver-
schiedencn Niveaus mit Aklivita'tsvcranderungen crklart wer-
den darf. Cine starke Verlangsamung der Maltosebildung bei 
75% r .L. fanden KIERMEIER und CODURO (11) ini Model! 
Starke-Diastase. Dies deckt sich mit dem staikcn Aktivitats-
abfall, den wir im System Starke-Peroxydasc bei dicser r .L. 
feststellen konnten. 

Die groBen Untcrschiedc im Verhalten dcr hier vorlaufig unter-
suchtcn Modelle zcigen, daB hieraus Voraussagen fiir das Ver­
halten dcr kompliziert zusammengestelltcn iiatiirlichen Sy-
steme (wasscrarme Lebensmittel) kaum gemacht wcrden kon-
ncn. 
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Uber die Stabilitat adsorbierter Enzyme.in vvasserarmen 
Systemen 

II. Der Einfluss von pH-Verschiebungen auf die Stabilitat von 
Peroxidase bei 2°C 

J.P. Roozen unci YV. Pilnik 

Landwjrtscliaftlichc Hochschule, Abtcilung fur Lebensmittelwisscnschaft, Wageningcn (Nicdcrlande) 
(Eingega/igcn 22. Jttli 19 70, Iwt 72) 

Die Stabilitat der Modelhysteme Peroxydase/CMC, Pcroxydase/Sttirke unci Pcroxydasc/PVP hangt neben Temperaturunci!i 
r.L. stark vom pll ub. Temperatur unci r.L. kunnen leicht aufgewiinschte Werte eingestellt und komtant gchaltcn werden. 
Um grossere pll-Verschiebungen zu verhindern, muss der Zutritt von Kohlensdure ausgcsclilossen werden, die Inkubation 
iiber Saurcn ist zu vcrmciden und warn moglich miisscn die Systeme gepuffert werden. 

Einlcitung 

Die nicdrigen Restaktivitaten von Peroxydase nach Inkuba­
tion mit Carboxymethylcellulosc (CMC), loslichcr Starke 
und Polyvinylpyrrolidon (PVP), iibcr welche wir in unsercr 
erstcn Mitteilung berichteten (1), haben uns vcranlasst, 
auch anderen Faktoren als der relativen Luftfcuchtigkcit 
(r.L.) nachzugchen. Insbesonderc sind pll-Veranderungcn 
beiin Gefrieren oder/und Gcfricrtrocknen niclit auszu-
schliesseii. IIEISS und SCIIACHINGER (2) berichteten 
iiber pH-Scnkung beim Gcfiierkonzentriercn von Apfelsaft 
und KALLISTRATOS und SENGBUSCH (3) beschrieben 
den Vcrlust organischer StoiTe beim Gefrierirockncn (z. B. 
Oxalsaurc bei Spinal). Obwohl fur Peroxydase-Losungen 
eine pll-Stabilitut von 3,5 bis 12 beschrieben ist (4), woll-
ten wir doch dem Einfluss der II+-Ioncnkonzentration auf 
die Stabilitat der Pcroxydase in vvasserarmen Systemen 
nachgehen. 

Materialicn und Mcthodcn 

Eine ausfiihrliche Beschrcibung findet man in unsercr 1. Mit-
tcilung (1). Es wurdon immcr 100 mg Meerrettich-Per-
oxydase (E.C. 1.11.1.7.; Wortliington Biochemical Corpora­
tion) in 100 ml 0,01 M Sorensen Pliosphatpuffer (pH7) 
aufgclost und von dicser Losung 2 ml zusammen mit 
100 ml cincr 2 Tc-igen Polymcrlosung (CMC Edifas B 10 
ICI, losliche Starke Fluka, PVP K 25 Fluka) gelYiergetrock-
nct. Um gepuffertc Systeme zu erhaltcn, wurde den Mi-
schungen vor dem Gcfricrtrocknen 120 mg Veronal-Azetal 
(Oxoid) zugefiigt und mit 0,1 N N'aOli auf pll S eingestellt. 
Bei den Miicliungen ohnc Veronal-Azetat Zusatz. wurde mit 
0,1 N NaOll auf pll 7 eingestellt. Die ursprunglichcn 
pll-Wcrte der Misclumgen sind 6 fur CMC, 3,h fur die los­
liche Starke von 4,1 fiir PVP. Um beim Aufhcbcii des Va-
kuums und bei derweitcren Veiarbcitung desTrockcngutes 
jcglichc COj-Aufnahmc zu verhiitcn, wurden in die Lci-

tungen des I.eybolJ G-07 Gcfriertrockners Nalronkalk-
„ 

Adsorber eingcschallet. Gemahlcn wurde in N2-Atmosphare 
in eincm unter N2-Druck stehenden Impfkastcn und inku-
bicrt wurde im Vakuum. Wie friiher beschrieben (1) wurden 
die Probcn in Polyiithylcn-Sachcts zucrst iiber P2 Os nachge-
trocknet \ind dann zwei Wochen bei verschiedenen relativen 
Luftfeuchtigkcitcn (r.L.) bewalirt. Mit P2Os und gesiittig-
ten Salzlosungen (5) wurden sieben Messpunklc im Gebiet 
0 %< r.L. <75 % eingestellt (Tab. 1). Da nach unsercr Erfah-
rung die Restaktivitaten nach Inkubation bei 2 °C holier 
ausfallen als bei 25 "C und wir fur tinser weiteres Arbeits-
programm auf hohe Restaktivitaten angewiesen sind, wurde 
im Gcgensatz zu friilier nun bei 2 °C inkubicrt. Die Bestim-
mungen der Wassergchalte (Karl Fischer) und der Enzym-
aktivitiit ( II202 + Guajacol) wurden wie beschrieben (1) 
ausgefuhrt. 

Resultatc 

Wassergchalt 
In Tab. 1 sind die Resultatc der V/assergchaltsbestimmun-
gen nach 14-tiigigcr InkubatioH bei verschiedenen r.L. und 
2 °C wicdcrgcgcbcn. Die Unterschicde zwischen den gepuf-
fertcn und nicht gepufferten Systemen sind mit dem Salzge-
halt der crsten (6 % der Trockensubstanz) zu crklarcn. 

pll-Vercindcnmgen 
Die ungepuffertcn, aber auf pi I 7 neutralisierten Systeme 
wciscn bei unsercr normalen ArbcitswcLse nach dem Gc­
fricrtrocknen atle ein tieferes pll auf. Bei Einhaltcn der be-
schriebenen Vorsiohtsinassnahmcn, um Luft-COj auszu-
schlicssen, gclingt cs, tins pi I von CMC und Starke bei pll 7 
zu halten; das pll von PVP jedoch sinkt auf 5 und tiefcr. 
Bei nochma'igem Gcfrieitrocknen crfolgt kerne p'IVer;;n-
derung nichr. Wir haben daher fiir diese Vcrsuchc aus-
schlicssiich vorgcfiieigetrocknetcs PVP gebraucht. Trotz-
dem musstcn wir I'cstslcllen, dass das ungepuffcrte 
I'VI'-Sysleni wcitere pIl-Abnalimcn bis zu pll<3 aufwies 
und zwar" beim Naehlrockncn iib:r P2O s , gefoigt von La-
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Tab. 1 V/assorgchalte in % dcs GcKinifgcwic'Ue:? dcr gcfiiergctiockneien Modcllsystcnic nach 14 Tagen Inkubation iibe 
PjOs uiul gcsiitligten Salzlosungen foci 2 °C. 

Sal/c 

l'jO, 
N a O i I H 2 0 
LiCl-211,0 
MgCl2 .6II20 
NaI-2II20 
Mg(N0 3 ) 2 . 6 I I 20 
NaCl 

% r.L 

0 
7 

14,1 
33,9 
46,6 
59,5 
75,6 

• CMC 

gcpnffcrt 

0,5 
4,5 
7 

11,5 
15 
20,5 
26,5 

nicht 
gcpnffcrt 

0,5 
5,5 
7,5 

12,5 
15,5 
19,5 
26 

%\Vasser 

Losiichc Stiirke 

gcpuffcit niclit 
gcpuffcrt 

0,5 0,5 
3,5 3,5 
4,5 5 
7 - " 8,5 
8 10 

10 12 
11 14,5 

PVP ' 

gcpuffcrt 

0,5 
4,5 
7 

13 
16,5 
2 J 
25 

niclit 
gcpuffcrt 

0,5 
4 
6,5 

13 
17 
21 
26,5 

gem iibcr 6 0 % H 2 S0 4 tcchn. (r.L. = 14%). V/ie schr man 
auf solclic Phanomcne aufpasscn muss, zeigt cin einfachcr 
Vcrsucli mif vcrdlinntcr Nationlaugc. Nach cincr Yv'ochc im 
Icercn llxsikkator sank das pi I von 10 auf 8, iibcr ILSCu 
cone. p.a. Merck auf 7 und iibcr ILSO4 cone, tcchn. auf 
3,5. Wir vermioden cialicr den Gcbraucli von Schwefchiiurc 
zur Linstellung von rclativcn Luftfcuchtigkcitcn und wcr-
den in Zukimft zur Nachtrocknung aucli P 2 O s durcli Sili-
cagcl ersctzen. 

Aktivitdtwcrdnderungen 
CMC-Pcroxydasc. Nacli dem Gcfricrtrockncn hat das gepuf-
fcrte Priiparat nodi 7 5 % und das nicht gepufferte Priiparat, 
nocli 6 5 % dcr eingewogenen Aktivitat. Als Funklion dcr : 

r.L. ergeben sich parallel laufende Minimumskurven' 
(Abb. 1). Bcim Vcrgleich mit den Kurvcn unscrcr erstcn 
Mitteilung (1) ist zu beachtcn, dass die Prozcntzalilcn sicli 
mm auf die cingcwogcnc Aktivitat beziehen, was aber den 
Charaktcr dcr Kurvc nicht vcriindcrt. Durch. Neutralisation 

Abb. 1 Aktivitat von Pcroxydase auf CMC bei pll 7 (nicht Abb. 2 Aktivitat von Peroxydase auf Starke bci pH 7 
gcpuffcrt; 0 0) und bei pi I8 (VcronalAzclat; (nicht gcpuffcrt; 0 Oj und bci pll 8 (Veronal-Azctat; 
x x) nach 14 Tagen in vcrschiedcncn r.L. x xj nach 14 Tagen in vcrschicdcncn r.L. 
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Abb. 3 Aktivitat von Pcroxydase auf PVP bei pll 6 
(niclit gcpuffcrt; 0 0), bei pll5,4 (niclit gcpuffcrt; 
+ -.- +) und bei pll S(Vcronal-Azctat;x x) nach 14 
Tagen in verschiedenen r.L. 

riicksichtigl werden muss, dass ram allc I'unktc von Anfa:ir 
an auf cincm bedeulcnd liohcrcn Aktivitalsniveau lieger.. 
Nach Auflosen und Aufbcwahrcn bei 5 UC waltrend cine: 
Woclic blicben die Aktivilaten unveriindert. 
PVP-Peroxydase. Sowolil die gepulTciten wic audi die ni:;.'. 
gepufferten Losur.gcn hattcn nach deni GcfriertrocL'ie: 
noch 75 % Rcstaktivitjit. Bei Inkubation bei verscliicderrr. 
r.L. envies sicli das gepufferte System als stabilcr, in Bezur 
auf pi I v/ie, in Uezug auf die Aktiviliil. Abb. 3 zeigt auer.. 
dass die pll-Verandemngen der niclit gepufferten Modeik 
trotz dcr gebrauchtcn Vorsichtsmassregcln niclit gut repr:-
du/icrbar siiid. Die friiher (1) bemerkte vollstiindige Inak:.-
vicrung ist offcnsiclitlich auf die sich damals cinstcl'.enGe:. 
ticfen pll-Werie zuriiekzufuhren. Nach Auflosen und Aufb-:-
wahrcn bei 5°C wiirdc bei alien Proben nach einer V.'oeh;-
ca. 10% Aktivitatsvcrlust festgestcllt. 

Diskussion 

Die Zufiigung von Veronal-Azetat zu unscrcn Modcllen be-
cinflusst deren Fcuchtigkcitsaufnalimc. Cincn. alinliehr: 
Effckt fanden ACKER und HUBER (6) bei dor Zugabe \o: 
Puffersalzcn zu Oxydasc-Ccllulose-Glucosc Piliparaten un;i 
ACKER und KAISER (7) bei der Zugabe von Kochsak r J 
Gcrstcnmalzmchl. Die sprunghaftc Vciriiidcruiig dcr A:-'-
soiptionsisothcnnen, wclclie von den letztgenannlcn Au:> 
rcn bcobachtct wurde, schreiben wir den siarkcn Vciuni:-
rungen dcr Oberflachcnvcriiiiltnissc in den Systcmen z_ 
Unsere cigenen Modcllc sind gefriergctrocknete Losunerr. 
sodass sich die Sorplionsthenncn nur gcringfiigig uddi-r 
verandcrn, in Ubereinstimmung mil den Resorptionsisoihcr-
men von ACKER und KAISER(7);(Abb. 10). 
Dcm plI-Effckt ist offcnsiclitlich besondere Bcdeutung ZJ-
zunicsscn; die groSscn' Uhterschicdc im Aktivitatsvcrlust b-:. 
den PVP-Modellen und die relative Stabilitiit dcr CMC-UP: 
Stiirke Modelle widerspicgcln die entsprechende Anfai!::-
kcit zur pIl-Abnahme (das beniitzte PVP cnthiilt offensicir.-
lich fliichtigc basischc Cruppen). 

und Inkubation bei ticfercr Tempcratur hat sich das Stabili-
tritsir.inimum ctwas in Richtung hoherer r.L. verschoben. 
Nach Auflosen und Aufbcwahrcn bei 5 °C wahrend ciner 
Wochc war nur cine geringe Abnahme dcr Aktivitat fesi-
stcllbar. 
Stdihc-Pei oxydase. V.'ic aus Abb. 2 liervorgcht, liegen die 
Restaktivitaten allcr Proben auf einer flachen Kurvc bei 
ca. 70 % der cingewogeiicn Aktivitiit (80 % nach dem Ge-
friertrocknen). Das Aktiviciungsphanoincn (1) bei hohcren 
Wasscrgchaltcn konnte bei diesen pll-stabilen Systcmen 
niclit niclu festgestcllt werden, wobei cbenfalls bc-
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Ober die Stabilitat adsorbierter Enzyme in wasserarmen Systemen 
III. Der Effekt von Elektronenbestrahlung 

auf die Stabilitat von Peroxydase 
J .P. Roozen und W. Pilnik 

Landwiilschaftliclic Hochschule, Abtcilung fur Lebcnsmittclwissenschaft, Wageningcn (Niedcrlandc) 
(Fingcgangen 19. Oktobcr 1970, Iwt 87) 

Die Modellsysteme-CMC-Peroxydase, Starke-Peroxydase und PVP-Pcroxydase mit verschicdencn pH-Wertcn und Feuchtiz-
kcilcn wurden bcstrahlt. Die Bestrahhmgscmpfindlichkeit des Enzynvs zeigtc sich abhangig vom gewdhltcn Polymer, van: 
pHund vom Wassergehalt. Fin Nacheffckt in den wassrigen Losungen der Modclle mit Starke und CMCwirkt nivelliercnd 
auf die iirspivnglich festgcstcllten Empfindlichkeiten. Das System Pcroxydasc-PVP wcist kcincn Nacheffckt auf. 

On the stability of adsorbed enzymes in water deficient systems. III. The effect of irradiation by electrons on the slabilin 
of peroxidase. \ 

Models consisting of CMC-Peroxydase, Starch-Pcroxydase and PVP-Peroxydase with different humidities and pH-value; 
were irradiated. The radiation sensitivity of the enzyme was seen to depend on the polymer used in the model, thi 
humidity and the pll-valuc. After solution CMC and Starch showed an after-effect which minimized the original differen­
ces in sensitivity. No after-effect was noticed with the model Peroxydase-PVP. 

Einlcitung 

Aus cincr Ubersicht von AUGENST1NE (1) gcht hervor, 
dass die Bestrahhingsempfindlichkeit cines Enzyirc vor al-
lcm von der Zusammcnsclzung des zu bcstrahlcnden Sy­
stems abhangt. BRAAMS et al. (2) haben am Bcispiel von 
Invertase gezcigt, wie dercn Bestralilungscmpfindlichkeit in 
Irockenem Zustand bceinflusst wird durch die Zusammen-
sctzung des Mediums, in weichem das Enzym getrocknet 
wurdc. Den Einfluss des Wassergchaltcs auf den Bestrah-
lungseffekt unlcrsuchte WEDEMEYER (3) untcr anderem 
am System Zcllulose-Ascorbinsaure, wobei er seine Aus-
gangshypothesc, dass gebundenes Wasscr cine wichtige 
Quelle von Radikalen sci, verwerfen musste, zugunsten der 
Erkcnntnis, class cs fiir den Bestrahlungsencrgictransport 
vvichtig ist. Unserc bcreits ausfuhilich beschriebenen (4, 5) 
Modellsysteme Pcroxydase-CMC (Carboxymcthylccllulose). 
Pcroxydase-Starke und Peroxydase-PVP (Polyvinylpyrroli-
don) bicten gutc Moglichkciten, den Einfluss des Wasser­
gchaltcs auf die Bestrahlungscmpfindlichkcit eines Systems 
naher zu unteisuchen. Peroxydase ist bereits als ziemlidi 
bestrahlungscmpfindliehcs Enzym bekannt; seine D37-Dosis 
bctragt 25,\Q? rad in cincr wassrigen Losung von 7;1CT4 

mg/ml bei pi I 7 (C>). Was unserc Tragermaterialien betrifft, 
wird Zclkilose in trockenem Zustand von alien Strahlen de-
polymerisieri; bei Anwesenheit von Wasscr kann auch einc 
Vcrzwcigung des Molckiils auftrcten (7). Auch I'vT ver-
zweigl sich als Folgc von Bestrahlung in trockenem Zu­
stand. Bei Bestrahlung in Losung kann sowohl Vcrzwcigung 
als auch Kcttenahbau (8) als indircktcr Effekt auftreten. 
Bei Starke wurdc gefunden (9), dass durch Bestrahlung Ra-
dikalc cntstclien, dercn Lebcnsdauer vom Wassergehalt ab­
hangt. Obcr cventuelle Abbauprodukte ist noch wenig be­
kannt. Unlcrsuchungen von REUSCIIL & GUILBOT "(10) 
bei selir holier Dosis (3;107 rad) crgaben eincn slarken Ein­
fluss des V.'assers auf den Kcttenahbau (nur bei einem Was-
seigehalt iiber 21 ' / ) . die Bildung von Glukose (Zunahmc 

mit Wassergehalt) und Oxydationsreaktioncn (Schutzwir-
kung). 

Matcrialien und Mcthoden 

Die Zusammcnstclliing unserer Modellsysteme, wie auch d:-: 
von uns befolgten Mcthoden zu KF-Wasserbestimmung ur.d 
Aktivitritsbestimmung wurden in friihercn Publikationen b?-
reits ausfiilirlich beschricben (4, 5). 

Bestrahlung 

Bcstrahlt wurdc am ITAL (Instilut fur die Verwendung vcr. 
Atomcnergie in der Landwirtschaft, Wageningen, Nieder-
lande) mittels eines Van de Graaf Elcktronenbeschleunig?:; 
(High Voltage Engineering Company; Model GS: 1,5 MeVi. 
Die Versuchc wurden so durchgefuhrt, dass die Muster ct.t 
Dosis von 10S;103 rad iiber ihrc gesamte Dicke per Passa:; 
erhiclten. Dazu musstcn die Muster bei einem Abstand vcr 
5 cm und eincr Schnellhcit von 3,5 cm sec"1 bin und he: 
bewegt wcrden, wobei cin Aluminium-Absorber (205.5 r:.z 
cm"2) die Elcktroncn so abschirmte, dass die Dicke der >•'_-
ster dem Maximum der Bragg-Kurve entsprach. Wall re.-::, 
der Bestrahlung wurdc durch schmclzendes Eis cine Temr;-
ratur von \0°C eingehalten. Als Dosimeter dienten biau V.-
farbtc Ccllophanfolicn (Du Pont 195, MSC, Dicke "»5 l(f-
H). 

Vorbercitung der Muster 

Jc 2g Polymer (CMC Edifas BIO 1CI, losliche Starke 
Fluka, PVP K25 Eluka) wurden mit 2 mg Meerreltich-Pe::-
xydase (E.C.I.11.1.7.; Worthington Biochemical Corpo::--
tion) in 100 nil dest. Wasscr gciost, auf das gewunschte pK 
gebracht unci gefricrgetrocknet. Das trockene Mateiii" 
wurdc gemalilcn, in 42 Polyiithylcn-Sachcts verteilt vs.: 
\v;ihrend 6 Tagen bei 2°C iiber Silikagel nachgetiockr.e:. 
Anscliliesscnd wurden Muster verschicdener Fcuchtiak..:: 

1 
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erhalten, indcin die Sachets in Exsikkatoren vcrtciit wur-
dcn, worin sie 2 Wochen lang iibcr gesiiUigten Salzlosungen 
(5) niit einer bcstimniten relativcn Luftfeuchtigkeit (r.L.) 
ms Gleichgcwicht gcbraclit wurden. Danach wurden die 
Sachets zugeschweisst, bcstralxlt und direkt nach dor Be­
strahlung in Losung gebracht. Die Aktivitiit wurdc dann 
jeweiis r.ach einer Nacht und nach sieben Tagen Stehenlas-
sen (Kiililschrank, 2 - 5°C) bestimmt. 

Berechnung der Bcstrahlungsempfindlichkeit 

Als Mass der Bcstrahlungsempfindlichkeit wurde die 
D37-Dosis gewahh (12). Dies ist cin geschatzter V/ert, wcl-
cher aus einer Regressionsglcichung hervorgeht, die mittels 
eincs Komputers (Control Data 32C0) aus den natiirlichen. 
Logarithmen der Restaktivitaten nach verschicdenen Be-
strahlungsdoscn bercclmet wird, wobei cine lineare Funk-
tion vorausgesetzt wird (Abb. la und lb). Die Schatzung 
wird nur dann angenommen, wenn der Korrclationskoeffi-
zient zwischen -0,95 und -1,00 liegt. 
Wenn die Inaktivierung tatsachlich exponenticll verlauft. 
gilt A = Ao.e-Rl>ln A = Ao-RD. Wenn RD =1 gesctzt 
wird. gilt A = ^-Ao = 0.37 Ao. Man kann schrciben D37.R 
= 1, wobei dann D37 dicjenige Strahlungsdosis ist, wclche 
notig ist, urn die Enzym-Aktivitat auf 37% zu rcduzicren. 
Die D37-Dosis ist also aus einer Ceraden abzulesen, wclche 
.die Gleichungin A = In A o - j ™ D crfullt. Da diese Gerade 
berecluiet ist, um einer Reilie von Messwertcn am besten zu 

r.L.>46.6% 

r . L . 59.5 

17. 
.. 2052 xlOrotf 

Abb\ la Inaktivieningskurvcn des Systemes Peroxydase-
Stdrke pll 7, bercchnet aus den angegebenen Messpunkten. 
A = Restaktivitdt;Ao - Aktivitiit vor Bestrahlung. 

Abb. lb Inaktivierungskurven des Systemes Pcroxydase-
CMC pH 6, bercchnet aus den angegebenen Messpunkten. A 
= Restaktivitiit;Ao - Aktivitiit vor Bestrahlung. 

I-L..33.9T. 

r.L..59.5'fc 

2 

5<0 1080 3r)6< «10 rod 

cnlsp'rechen, spricht man auch von cincm geschiitzten 
D37AVcrt. Beim Umschroiben obiger Gleichung auf 
D = -D37 In A + Konstantc siclit man, dass D37 auch als 
Richtungskoeffizient der Regressionsgeradcn aufzufasscn 
ist. Dabei ist 
A 
Ao 
R 
D 
n 

Enzymaktivitat bei Dosis D (in % von Ao) 
Enzymaktivitat des unbestrahltcn Musters (100%) 
empirische Konstantc 
Bcstrahlungsdosis 
Anzahl Messpunktc 

Resultate 

Inaktivierungskurven 
« 

Abb. 1 a zeigt cinigc Inaktivierungskurven des Systems 
Starke-Peroxydase bei pll 7. Es fiillt auf, dass die extrapo-
liertcn Kurven nicht durch Ao gehen, wobei die Kurve mit 
r.L. =0% die Ordinate noch am nachstcn zu dicscm Punkt 
schneidet. Auch andere Stiirkc-Peroxydase-Systeme zcigten 
dieses Vcrhaltcn. Demgcgeniiber schneiden die verlangerten 
Inaktivierungsgcraden der Systcme CMC-Pcroxydasc und 
PVP-Peroxydase die Ordinate in nur unwcscntlichcn Ab-
standen vom Punkt Ao, wie Abb. lb am Beispiel des Syste­
mes CMC-Peroxydasc pll 6 zeigt. 
CMC-Peroxydase 
Abb. 2 zeigt, dass die grosstc Strahlimgsempfindlichkcit bei 
r.L. = 0% und bei r .L.> 46,6% hcrrscht. Ober das ganze 
Mcssgebiet ist das Enzymcmpfindlicher bei pll 6 als bei 
pll 7, wobei auch einc Maximumvcrschiebung auftiitt. In 
der pH 7-Kurvc sind kcine D37-Doscn fur r.L. = 0% und 
r.L. = 7 % aufgenomnicn, da die oben beschriebenc Me-
thode keine befriedigende Schatzung crgab (Korrclation < 
-0.9). 

Starke-Peroxydase 
Aus Abb. 3 geht hervor, dass das Enzym auch in dicscm 
System bei tieferen pll-Wcrlen empfindlicher auf Bestrah­
lung reagiert. Sowohl bei pll 4 wie auch bei pH 7 nimmt die 
Empfindlichkeit mit steigender Fcuchtigkeit zu; dabei mci-
nen wir in beiden Kurven, die allerdings aus Durchschnitts-
wertcn bestehen, cincn Knickpunkt bei r.L. = 33,9% zu se-
hen. Dies ware auch das Feuchligkeitsgcbict, in welchcm 
freics Wasscr vorzukomnen beginnt. Die Pufferung des 
Systemes mit Veronal-Azetat auf pll 8 crhoht die Strah-
lungsrcsistenz gewaltig. Auch hicr war fur die Messwcrtc bei 
r.L. = 0% und r.L. = 7% cine zuverlassige Schatzung der 

Abb. 2 Bcstrahlungsempfindlichkeit der Systcme Peroxy-
duse-CMC p! 17 und pi I 6 bei verschicdenen r.L.-Werten. 
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Abb, 3 Bcslrahlwigsempfindlichkcit dcr Systeme Pcroxy-
dasc-Starke pi 14, pi I 7, pi IS (gcpi/ffcrt) bei vcrschicdencn 
r.L.-Wcrlcn. 

D37-Dosis niclit moglich. Obrigens trat in dicsem System 
als Folgc dcr Bestrahlung eine Briiunung auf, welchc mit 
zunchmender Dosis und abnehmender Fcuchtigkeit intcn-
sivcr wurde. 

PVP-Pcroxydasc 

Abb. 4 zeigt allcin die Wcrtc bei pi I 7; bci tiefcrem pi 1 ist 
dcr Aklivitatsverlust schon walircnd dcr Vorbehandlung 
bcinalie vollstiindig (4). Die grcisste Strahlungscrnpfindlich-
keit zeigt sicli in dicsem System bei den Extrem-r.L.-Werten 
0% und 75,6%. 

"Innere " Beslrahlungscmpfindlichkeit 

SANNER & PHIL (13) definierlen als "intrinsic radiosensi-
tivity" den rcziproken Wert der Neigung dcr Kurve D37 = f 
(Enzynikonzentration). Um dieses intcrcssante Empfind-
lichkeitsmass an uiiscren getrocknetcn Systemcn ausprobie-
rcn zu konnen, betrachUn wir dieselbcn ab r.L. = 46,6 % als 
hochkonzentricrtc Losungcn. Ticfcre r.L.-Wertc werden 
nicht beriicksichtigl, um mit Sicherhcit im Gcbietc von 
freiem Wasscr zu scin (14). Als Konzcntration verwenden 
wir dann die rcziproken Wcrtc dcr Wasscrgchaltc der Pra'pa-
rate bei den vcrschicdencn r.L.-Wcrten, wic wir sic bereits 
publizicrt haben (5). Die so berechncten Wcrtc sind in Tab. 
1 zusamnicngcfasst. Audi bei nicdrigen Korrelationskocffi-
zicnten ist daraus doch zu sehen, dass im neutralcn pi 1-Ge-
bict Pcroxydasc auf Starke und auf CMC rund doppclt so 
cmpfindlidi ist als auf PVP. Ucr Vergleich.von Pcroxydase-
Stiirkc bci pH 4 und pll 7 zeigt cine wcitcrc starkc Zu-
nahmc dcr Empfindlichkcit beim tiefcren pll. 

Tab. 2h Nadreffekt in % in den v/iissriyn Losunjen der 
bcstrahltcn Modcllc nacli ciner Wochc Inkubation bei 2 -
5°C 

CMC Starke 

r l . walircnd dcr pH 8 
Bestrahlung pH 6 pi I 7 pH 4 pM 7 gepuf-

fert 

0 
7 

14,1 
33,9 
46,6 
59,5 
75,6 

35 
48 
77 
58 
31 
35 
19 

—-
— 
— 
56 
11 
20 
15 

61 
66 
60 
— 
55 
63 

42 
74 
65 
37 
44 
47 
26 

, 

— 
-
45 
40 
37 
5 

Nacheffckt , 

Die bislicr gemachten Aussagen bcziclicn sich alio auf die 
Rcstaktivitalcn dcr bcstralillcn Muster, welchc in L6sung-:n 
gcnicssen wurden, die direkt nach der Bestrahlung gemacht 
und vor dcr Messung iibcr Nacht in eincm KuhlschrarJ-: 
(2-5°C) stehen gclassen warden. Nach ciner weitcren Woche. 
Stchcn dcr Losungcn bci 2-5°C wurden nochmals Akti'.i-
tatsbestinuiKingcn durchgcfiihrt und daraus neue, schein-
bare D37-Wcrtc errechnct. Bezeichncn wir dicsc als D'37, sc 
konnen wir als Nacheffckt definicren: 

Nacheffckt D37-D'37 
D37 

100% 

In Tab. 2a sind die urspriinglichcn und scheinbaren D37-
Wertc und in Tab. 2b die berechncten Nachcffekte dorge-
stcllt. Bci PVP war kein wesentlichcr L'nterschied zwischer. 
D37 und D*37 festzustellen. Bci den Modeller) mit C.VC 
und mit Starkc sind die Unterschicde der D'37-Werte serir.-
gcr als diejenigen dcr D37-Werte. Man kann desha'b sagen. 
dass dcr Nacheffckt nivellierend wirkt. Dass die Aktivitits-
abnahme kcin Lagcrcffckt ist, geht aus unseren fruherer. 
Mcssungen (5) hervor. Auch wiirde cin Lagcrcffckt nur eir.e 
Parallclvcrschiebung der Inaktivierungsgcradcn bewirken 
und D'37 wQrde als Neigung liicrvon gleich D37 bleiben. 

Diskussion 

In unseren Modcllcn kann man sich die Peroxyd3se-Mo!e-
kiilc in vcrschicdencn Zustandsfonnen denken (15). Si; 
konnen inaktiviert scin (Zustand a), sic konnen als aktive 

Tab. 1 Die innere Stralilurigscmpriiullichkcit (I.S. = intrinsic radio sensitivity) dcr Systeme CMC-Peroxydase, Starke-
Pooxydase und PVP-Pcroxydase Ek = reziproker Wert des Wassergchaltes (Enzymkonzentration) 

System Rcgrcssionsglcichung Korrdations-
kocffizient 

l.S. = Rcziproke 
Neigung 

Verhahnis 
wcrte d:r I.S. 

CMC 

Starkc 

Stiirkc + Puffer 
PVP 

pi I 6 
pll 7 
pll 4 
pll 7 
pll 8 
pll 7 

D37 = 28,5 Ek + 0,43-
D37= 4,9 Ek+ 2,41 
D37= 16,0 E k - 0 , 5 8 
D37 = 26,3 Ek - 0,83 
1)37= 116,0 Lie — 7,33 
D37= 61,2 Ekt- 3,15 

9 

0,5877 
0,0716 
0,8014 
0,8429 
0,7947 
0,7694 

5 

0,035 
-
0,063 
0,03 S 
0,009 
0,016 

4 
— 
7 
4 
1 
2 
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;33 9 
46,6 
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175.6 

H I'linit, f'l'-' ''< 

ihrcnd dcr 
iking 

MaHli'it adf«r 

P' 

D37 

3,5 
6,0 
8,5 
4,0 
2,2 
2,0 
1,5 

j i rr tPl Yvr. 

16 

D'37 

2.3 
3,1 
2,0 
1,7 
1,5 
1,3 
1,2 

rroc in wiufiifrnfii 

CMC 

PH 

D37 

_ 
-
9,0 

16,0 
2,8 
2,5 
2,7 

Syitrmr-n 

7 

D'37 

— 
-
-
7,0 
2,5 
2,0 
2,3 

1)37 

— 
1,6 
1.4 
1,3 
-
0,8 
0,5 

p!14 

D'37 

— 
0,6 
0,5 
0,8 
-
0,4 
0,2 

D37 

7,2 
5,4 
3,7 
2,9 
1,8 
1,2 
1,0 

Starke 

Pi 17 

D'37 

4,2 
1,4 
1,3 
1,8 
1,0 
0,6 
0,7 

lvrt/voM (1971) No. J 

pHS 

D37 

— • 

-
-
7,6 
7.0 
5,0 
2,8 

gcpuffcrt 

D'37 

— 
— 
-
4,2 
4,2 
3,2 
2,7 

J 

Tab. 2a Nachcffektc und Ecstrahlungsempfindlichkcifcn von bcstrahltcn Pcroxydase-Modcllen. D 37 = Bestrahlungs-
cnipfindlichkeit, angcgebcn i;i rad-106. Zur Bestimmung der D 37-Wcrte wurdcn die bcslrahltcn I'riiparate iibcr Nacht 
•stchen gclasscn. D'37 = Nachcffckt, ausgcdriickt in rad-105. Die Bestimmung dcr D'37-Wcrte crfolgtc an 7 Tage alien 
Praparatcn, die zwischen 2 - 5°C aufbewahrt wurdcn. 

Fn/yinmolckiilc fest an das Polymer gcbunden sein (Zu-
Mand b) odor sic konncn als "frcic" Molckiilc cvcntucll 
locker adsorbicrt, neben dem Polymer vorkommen (Zu-
ktand c). Uber die "Lagcrungsinaktivicrung" odcr "Adsorp-
tionsinaktivicrung", v/elche zu Zusland a leiten, haben wir 
in friiheren Publikationcn bercils bcrichtet (4, 5). Die Tat-
sachc, dass bcim Stiirkc - Peroxydasc - Modell die lnakti-
yierungsgeraden nicht durch den Punkt In Ao gehen 
(Abb. la), kann durch das nebeneinander Vorhandcnscin 
dieser verschicdencn Zustandsformen, welchcn venchiedenc 
Beslraldungscmpfindlichkcitcn zuzuschrciben sind, crklart 
werden. Dies cntspricht audi dem Konzcpt von FLET­
CHER & OKADA (16), die beim System Zellulose-DNase 
iihnlichc Resultate fanden. Es ist audi intercssant zu beob-
bclitcn, dass bcim Modell Pcroxydase-Stiirkc die Bcslrah-
lungsempfindlichkcit bcrcits im Gcbicte r.L. = 0% bis 
j r. L. = 33,9 %, wo nur gebundenes Wasscr vorlicgt (14), mit 
steigender Fcuchtigkcit zunimmt (Abb. 3). OKADA & 
1-LETCHER (17), sowic WEDEMEYER (3) erklarcn dies 
init verbessertcm Encrgictransport. 

Fiir das Vorhandcnsein cincs starken Komplexes der Pero­
xydasc mit den beiden andcrcn untersuchten Polymcrcn 
(CMC und PVP) sprcclicn folgendc experimentclle Befunde: 
lm Gegensatz zur bescliricbencn starken Abweichung der 
cxtrapolierten und cxperimentcll bestimmtcn In Ao-\Verte 
bci Stiirkc sind bei CMC und PVP dicse Abwcicluingen 
nicht wcscntlich. Man kann daraus dicsclbc Empfindliclikcit 
und damit dicsclbc Bindungsart allcr Enzymmolekiilc ablci-
tcn. Dass es sich dabci um cincn Komplcx handelt, gcht 
daraus hcrvor, dass die D37-Wertc bci r.L. = 0% voneinan-
i 
i 
Abb. 4 liestrahhmgscmpfindlichkcit den SystemesPeroxy-
djse-I'VPpH 7 bei vcrscliiedcncn r.L.-Wcrten. 

dcr vcrscliicden sind. Bci gewohnlichcn Gcmisclien miisslc 
dieser Wert unabhangig vom Triigcrmatcrial dersclbe scin 
(1). Die D37-Werte von CMC-Pcroxydase und PVP-Pcroxy-
dase licgen audi tiefcr als die von Starkc-Pcroxydase. Die 
Maxima in Abb. 2 und Abb. 4 konncn so crklart wcrden, 
dass cs mit zunchmender Fcuchtigkcit den Tragenmolekiilcn 
ermoglicht wird, sich bci dcr BestralJung zu verzweigen (7, 
8). Da durch nehmen sic selbst mchr Encrgic auf und be-
schiit/en das Enzym. Von r.L. = 33,9% an ist "frcies" Was-
ser moglich (14), welches Radikalc bilden kann, wodurcli 
die Strahlungscmpfindlichkcit wicder zunimmt (indirekter 
BestraWungseffckt). 

Dank 

Wir danken der Dircktion und den Mitarbcitcrn des 
Institutes fur die Anwendung von Atomcnergie in der 
Landwirtschaft (ITAL), Wageningcn/llolland, fur ihr 
Intcrcssc und One Hilfc. 

Litcratur 

1 AUCENSTINE, L.C., Advaii. Enzymol., 24, 359 (1962) 
2 HRAAMS, R., HUTCHINSON, F., RAY, IX, Nature, 182. 1506 

(1958) 
3 WEDEMEYER, C . A . , Thesis, University of Washington, Seattle, 

Washington, USA (1965) ' 
4 ROOZEN, J.P. unci 1'IL.NIK, W., Lebensm.-Wiss.u.Technol., 3, 

37(1970) 
5 ROOZEN, J.P. und PILNIK, W.. Lcbensm.-Wiss. u. Tcchnol., 4, 

24(1971) 
6 AL-JASIM, Thesis, Michigan Slate University, Ann Arbor, USA 

(1966) 
7 CIIAI'IRO, A., Radial. Res., Suppl. 4. 179 (1964) 
8 ALEXANDER, P. und C1IARLESBY, A., J. Polymer Sci.. 23. 

355(1957) 
9 FRITSOll, G. und BOULDOIRES, J.P., Milt. Cebiete Lebensm.-

Unters.ii.llvp., 60, (4), 245 U969) 
10 kEUSCHL, 11. und CUILIJOT. A., Starke, )S. 73 (1966) 
11 DAV1ES, J.M. unci McQUE, U., Intern. J. Appl. Radiat. Isotopes, 

27 .283(1970) 
12 GOR1N, G., WANG, S.F. und SF.TH, T.D., Intern. J. Radiat. 

Biol., 16, 93(1969) 
13 SANNER.T. und 1'IIIL, A., Radiat. Res., 19, 12 (1963) 
14 KUFRIANOFF, J., in "Fundamental aspects of tiie uVliyilution 

of foodstuffs", page 14, Soc. t h em . Industry, London, En-land 
(1958) 

15 IIOl.LADAY, W., AUCENSTEIN, E. und AUGENS11TN, L... 
Radiat. Res., 28, 132 ( !%6) 

16 ELITCHER.C.l . . und OKADA. S., Radiat. R e s . , / / . 291 (1959) 
1.7 OKADA, S. und FLETCHER. O.L., Radial. Res., 13, 92 (1960) 

http://Unters.ii.llvp


:lot»zca und Pilnik> Obrr dir Stability ldtotbirrtrr Fnv.yme in wasserarmrn Syitrmrn Lebrnsm.AVus. u. Tichnol./vol. 4 (1971) No. $ 

Uber die Stabilitat adsorbierter Enzyme in wasserarmen Systemen 
IV. Der Effekt von Lagerung und Elektronenbestrahlung 

auf die Stabilitat von Pektinmethylesterase 

JP.RoozenundW.Pilnik 

Landwirtschaftlichc Ilochschule, Abteilung fiir Lebcnsniittclwissenschaft, 
Wageningcn (Nicderlandc) 

(Received April 16, 1971, Iwt 100) 

Der Einfluss von Lagerung und Bestrahlung auf die Systemc CMC-Pektinmethylesterase, Starke-Pektinmethylesterase, 
PiT-Pektinmcthylesterase und Na-Pektat-Pektinmetliylesterase wurde studiert. Die hochste Stabilitat wurde bciLagerung 
iter Silikagel festgestellt. Die hochste Strahhingsstabilitdt lag bci alien Systemen bei etwa 40 % r.L. mit Ausnalnne von 
PVP-Pektimnetliylcsterasc, welche bei stark schwankenden Werten mit steigender Feuchtigkeit stabiler zu wcrden schcint, 
Durch Bestrahlung sinkt daspll von Starke-Pektinmethylesterase. 

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

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

Einleitung 

Pektinmethylesterase (PME) ist cin ziemlich gut beschrie-
ber.es Enzym. Eine kurze Obcrsicht findet man bei PILNIK 
ur.d VORAGEN (1). Fur unsere eigenen Untcrsuchungen ist 
'*cr allem die von JANSEN et al. (2) beschriebene Adsorp-
::on vom PME an der Zcllwand interessant. Dicse wird aus 
irei Griinden mit der Bildung eines (nicht spezifischen) 
Enzym-Substratkomplexcs verglichcn: 

\\ Beim Abbau von Pektinstoffcn erfolgt audi ein damit 
parallel verlaufender Vcrlust an Bindungskapazitiit der Zell-
vinde; 
1) Zellwande mit vollsta'ndig verseifter Pcktinkomponentc 
behaltcn eine starke Affinitiit fiir PME und 
5; a-Chymotrypsin wird gebunden. 

Auch iiber die Strahlungscmpfindlichkcit pektolytischer 
Enzyme liegen bcrcits Angaben vor (3), wonach PME vor 
allem gegeniibcr den aus Wasser gcbildclen Radikalen emp-
findlich ist (4). Nach VAS ct al. (5) ist bciTomaten die im 
Saft losliche PME-Fraktion strahlungscmpfindlicher als die 
an der Zcllwand adsorbierte Fraklion. Wie bei Pcroxydase 
•n. 7, 8) intcrcssiertc uns ouch bei diecem En/.ym die Lager-
inJ Bestralilimgsstabilitiit auf den Matrices Cmboxymethyl-
^ailulosc (CMC), losliche Starke und Polyvinylpyrrolidon 
<?VP). Zusiitzlich wurde auch der Einfluss von Natrium-
rektat (NaP) alsTiiiger untersucht. 

i 

Materialien und Methodcn 

Die Inkubation der gefriergetrockneten Systemc (7), die 
Karl-Fischer Feuchtigkcitsbestimmung (6), die Bestrahlung 
(8) sowie die Berechnung der Bestrahlungscmpfindlichkeit 
(8) sind in den genannten Publikationcn beschrieben. 

Vorbehandlung des Enzymes und der Polymeren 

Mit einem kauflichcn PME-Praparat (Tomaten-PME E.C. 
3.1.1.11., Worthington Biochemical Corporation) wird 
durch Suspendieren in 3 % NaCl-Losung cine Vonatslosung 
(120 mg per 10 ml) hcrgcstcllt. Diesc Losung ist triib.weist 
abcr die vom Liefcranten angegebene Aktivitat von 60 I.U. 
per mg auf. Auf Grund friiherer Erfaluungcn (7) wird 
PVKK25 (Fluka) vorgctrocknet. Eine kauiliehe Poktin-
saure (Obipektin A.G., CH-Bischofszcll) mit ctwa 10% 
Restverestcrur.g wird nach ALTERMATT (9) vcllstandig 
verseift. CMC (Edifas BIO, IC1) und losliche Starke (Fluka) 
werden ohne wcitcre Behandlung gcbraucht. 

Modellsysteme 

Von den Polymeren werden 23ige Losungen hergcstellt, 
v.ovonje 150 ml mit 1 ml der PME-Vorratslosung gemischt 
wcrden. Die Misdningen werden ncutralisicrt (pi 17) und 
eigeben trockenc Systemc mit 1 % NaCI. Die wcitcre Be­
handlung der PME-Modclle entspricht derjenigen der schon 
bcschriebcncn Pcroxydasc-Systenic (7, 8). 

CO 
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PME-Aktivitntsbcsthiwuing 

Als Mass dcr Aktivitat gilt dcr Vcrbrauch von Laugc, dcr 
notig ist, urn die bci 25°C durcli Vcrscifung freiwerdenden 
Carboxylgiuppen cincsPcktinsubstrales auf pll 7,5 ncutra-
lisiert zu lialten. Dazu wird cin Reaktionsgemisch (10 ml 
Modell-Losung und 25 ml Pcktinlosung) liergcstcllt, in wcl-
chem die Endkonzentrationen 0,7 % Pcktin (Griinband 
Apfelpcktin, 64% Vcresterung. Bczugsquelle: Obipcktin 
AG, Cll-Bischofszell) und 0.07 M NaCl bctragen. Das Rcak­
tionsgemisch wird mit Milfe des automatisch rcgistricrcndcn 
Titrators (Combititrator 3D, Mctrohm AG, CH-lIcrisau) 
untcr Vcrwendung von 0,01 N NaOH auf pll 7,5 gchaltcn. 
Die Aktivitat wird aus der lincaren Laugeverbrauch-Zcit-
Funktion bcrcchnet. Fine solche lincarc Abhangigkcit licgt 
fiir die angegebenen Verbaltnisse vor, vvenn die Enzymakti-
vitat 2 -13 I.U. betragL Dcm oft beschriebenen Aktivie-
rungscffekt von NaCl auf PME (10, 11, 12) wird dadurch 
Rcchnung getragen, dass der Pcktinlosung NaCl bis zu cincr 
Endkonzcntration von 0,1 M zugcsetzt wild. Um allfalliges 
C02 auszuschliessen, wird die Pcktinlosung bercits liber 
Nacht mit N2 gespiilt und dann auf pH 6 eingcsteilt. Die 
Titration erfolgt cbenfaJls unter N2 -Strom. 

Results te 

Wasseraufnahme der Systeme 

Tab.l zeigt die Wasscrgchalte dcr PME Modell-Systcme 
nach dcm Erreichcn des Glcichgewichtcs. Dicsc licgen fiir 

Tab. 1 V/nssergeiinltc in % des Gcsamlgcwichtcs dcr gefrier-
getiocknoten Mode'lsystcmc n.ich 2 Wochcn Inkubation 
iiber Silikagcl vmd gesattigrc Ealzlosungen bci 2°C 

Salze 

Silikagcl 
NaOI 1.11,0 
LiC1.2H20 
MgCl2.6H20 
NaJ.2H20 
Mg(NO,)2/>II20 
NaCl 

% r.L. 

0 
7 

14,1 
33,9 
46,6 
59,5 
75,6 

CMC 

3,5 
5,5 
8 

11,5 
14,5 
21,5 
27,5 

losliclie 
Starke 

3,5 
4 
5 
7 
8 

11,5 
12,5 

PVT 

3 
5.5 
8 

14 
16 
22 
27 

Na-
Pektat 

3,5 
7 
8 

12,5 
16,5 . 
20,5 
27,5 

die vcrschicdcnen rclativcn Luftfcucbtigkcits (r.L.)-Werte 
im Fall von CMC, PVP und NaP nicht wcit voneinander; 
lediglich das System mit loslicher Starke adsorbiert deutlich 
weniger Fcuchtigkeit. Ahnlich wie bei den Peroxydase-Mo-
dcllcn (6) ist auch hicr bei eincr r.L. = 75 % das CMC-Mo-
dell klebrig, das Starke-Modell ein hartcr Block und das 
PVP-Modell beginnt zu verflicssen. Natrium-Pektat verhalt 
sich in dicscr Bczichung wie CMC. 

Lagcnmgseffckte 

Die Bchandhing des Enzymes vor Bcginn dcr Inkubation 
bewirkt cinen Aktivitatsverlust von ca. 25 %. Ferner sinkt 

Abb. 1 Restaktivitdt von Pcktinmethylcsterasc nach 2 Wochen Inkubation bci verschiedencn Wasscraktivitatcn in % dcr 
"eingewogenen" Aktivitat (pH 6,5). 
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(x10$rad.) 2A: CMC-PME 

0 7 14.1 

(x10srod.) 
I O I 

a 

33.9 46.6 59,5 75.6 
r.L.—•• 

2B: Slarke-PME 

0 7 14.1 33,9 46.6 59,5 75.6 
r . L . — • 

(x106rad.) 
12i 2C: PVP-PME 

0 7 14,1 33,9 46.6 59,5 75.6 
r . L . — -

(xl06rod.) 
IOT 2D: NaP-PME 

0 7 14.1 339 46,6 59.5 75.6 
r . L . — • 

Abb. 2 Bestrahlungsempfincllichkeit von Pcktinmethylesterase bei verschiedenen Wasseraktivitaten undpll 6,5. 

das pH von 7 nach 6,5. Dieser Aktivitiitsvcrlust muss bei der 
Betrachtung von Abb. 1, worm die Restaktivitat nach der 
Lagerung in % der cingewogenen Aktivitiit angegeben ist, 
beriicksichtigt werden. Die Stabilitat des Systems CMC -
PME (Abb. 1A) nimmt mit zunchmenden r.L.-Werten ab -
durchschnittlich liegt das Aktivitatsnivcau bei 65 %. Auch 
das System Starke - PME (Abb. IB) ist bei grosster 
Trockenhcit am stabilsten. Das Restaktivitiitsnivcau liegt 
mit 55 % etwas ticfer. Die Resultate des Systems PVP -
PME streuen stark (ABB. 1C); die Restaktivitat kann auf 
durchgehend ca. 64 % geschatzt werden. Die geringste. Rest­
aktivitat zcigt das Modell NaP - PME (Abb. ID) mit 50 %; 
ahnlich wie bei PVP scheint die r.L- keinen Einfluss zu 
haben. Werden die Losungen der Systeme bei 2°-5°C auf-
bewahrt, so sinkt die Aktivitiit innert eincr V/oche um 
25-60%. 

Bestrahlungseffekt 

Die Bcstrahlungscmpfindlichkcit der PME in eincm be-
stimmten System kann durch den D37-Wcrt ausgedriickt 
werden, der mittels linearcr Regression aus den natiirliclien 
Logaritlimen der Ucstaktivitatcn als Funktion der Bestrah-
lungsdosis fur jeden r.L.-V/crt errcclinet wild (3). Die Emp­
findlichkcit ist dann dicsem D37 Wert umgekehit propor­
tional. Die Regrcssionsgcraden schneiden die Aktivitatsordi-
natc nahc beim Punkt In A0 (Aktivitiit des unbe.str.ihlten 
Musters). In Abb. 2 sind die D37-\Verie Air die verschie­
denen r.L.-Wcite aufgezeiclmet. Daraus geht hcrvor, dass 

ini Modell PME - CMC die Empfindlichkcit erst bei hohcr 
r.L. etwas zunimmt (Abb. 2A), wahrend beim System 
PME-Starkc (Abb. 2B) ein schwaches Empfindlichkeits-
minimum bei r.L. = 46,6% bestcht. Die grosscn Schwan-
kungen in der Kurve des Systemcs PME-PVP (Abb.2C) 
sind teilweise auf die Schwankungen in den Lager-Rest-
aktivitiitcn zuriickzufulircn (Abb. 1C). Aus dicsen Beobach-
tungen kann hochstens global geschlosscn werden, dass die 
D37-Werte mit zunehmender Feuchtigkeit zunchmen. Das 
Modell PME-NaP (Abb. 2D) weist die grosstc Empfmd-
lichkeit bei den Extrem-r.L.-Werten der Versuchsbcdingun-
gen auf. 

"Innere" Bestrahlungsempfindlichkeit 

Dicse "intrinsic radio-sensitivity" wurde genau wie fur die 
friiher beschricbencn Vcrsuchc mit Pcroxydase (8) bcrcch-
nct. Wie aus Tab. 2 hcrvorgeht, ist die Empfindlichkcit von 
PME mit NaP geradc die llalfte der Empfindlichkcit des 
Enzymes mit CMC oder Starke. Aus den Korrelationskocffi-
zicnten gclit hcrvor, dass die gefundenen Wcrte des Systems 
PME -PVP keine Aussagcn gestattcn. 

Nach-Effekt 

Dieser Wert ist a 1 s ± ™ p i - 1 0 0 % deftniert, wobci D'37 

schcinbaie D37-Wcrtc darstellcn, zu dcrcn Rereduuing die 
.Rcstaktivitaten nach Bcstrahlung u:id nach cincr Woclie stc-
hen im Kiihlschrank (2-5°C) horangczogen werden (8). In 

1̂ 0 
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Tftli. 3 sind die Durclisclinitlswcrtc von D37 und D'37 eingc-
sctzt. Die Schwankungen dicscr Wertc, die audi aus Abb. 2 
hervorgchen, erlaubcn kcinc Aussage liber ciacn NachelTckt. 

pH- Vcrandenmgcn 

Aus pll-Messungen in den Lbsungen gel it hcrvor, dass im 
System mit Starke cin Absinken des pll-Wcrtes als Funk-
tion der Bcstralilungsdosis zu verzeichnen ist (Tab. 4). Die 
durchschnittlichc pll-Veriindcrung betragt 0,2 Einhciten 

per 106 rad. Das Entstchen von Siiurc beim Bestrahlen vor. 
Starke wurde auch von andcrcn Autorcn fcstgestellt (13. 
14). 

Diskussion 

Die gefricrgctrockneten PME-Polymer Systemc, wclche der. 
Gegcnstand der vorlicgenden Arbeit bilden, cnlhalten aLe 

Tab. 2 Die innere Strahlungsempfindh'chkeit (I.S.) von Pclitinmctliylcstcrasc mit verschicdencn Polymercn bei pH 6,5 und 
bei verschicdencn Wasscrgehalten / J _ \ 

\ E k / 

System Regressionsgleichung Korrclations-
kocffizient 

Reziprokcr 
Richtungs-
koeffizient 

Vcrhaltnis 
der I.S. 

CMC 
Starke 
PVP 
NaP 

D37= 51,5 Ek +2,18 
D37= 50,9 Ek +0,85 
D37 = -11,7 Ek + 9,00 
D37 = 98,8 Ek +0,20 

0,814 
0,847 
0,045 
0,714 

0,019 
0,020 

0,010 

Tab. 3 Nacheffekt ausgedriiekt durch die D37-VVerte (x 10'6 rad) bei pH 6,5 und bei verschiedenen Wasseraktivitatcn 

D37 = bcrechnet aus den Rcstaktivitaten nach bestralilcn, auflosen und cine Nacht stchen. 
D'37 = bcrechnet aus den Restaktivitatcn nach bestrahlen, auflosen und 7 Tage bei 2-5°C stchen. 

r.L. wahrend der 
Bestrahlung 

0 
7 

14,1 
33,9 
46,6 
59,5 
75,6 

CMC 
D37 

5,8 
5,3 
5,2 
5,8 
5,6 
5,2 
3,7 

D'37 

5,9 
5,2 
4,7 
5,6 
5,2 
5,7 
3,6 

Starke 
D37 

5,7 
6,0 
5,7 
6,2 
7,2 
5,1 
5,1 

D'37 

5,0 
5,3 
5,2 . 
6,0 
5,3 
4,3 
5,0 

PVP 
D37 

6,6 
6,7 
6,4 
7,2 
8,2 
8,4 
8,6 

D'37 

5,8 
6,1 
7,5 
5,7 
7,0 
4,4 
2,8 

Na-Pektat 
D37 D'37 

5,6 5,2 
5,5 7,1 
6 3 6,5 
6,5 8,1 
5,7 4,6 
6,0 4,3 
3,3 3,2 

Tab. 4 Die pM-Scnkung im PME-Starke-Systcm als Funktion der Bcstralilungsdosis (D) 

r.L. wahrend der 
Bestrahlung 

0 

7 

14,1 

33,9 

46,6 

59,5 

75,6 

Regressions­
gleichung 

pH = -0.22D + 6,2 
pH = -0 , l7D + 6,5 

plI = -0,17D + 6,l 
p l l=-0 ,12D + 6,4 

pH = -0,16D + 6,3 
pH=-0,12D + 6,3 

pH = -0,21D + 6,3 
pll = -0.26D + 6,4 

pH = -0,21D + 6,4 
pll =-0.24D + 6,2 

pII = -0,22D + 6,4 
pH = -0,I7D + 6,l 

pII = -0,12D + 6,3 
p! l=-0,16D + 6,l 

Korrelations-
koeffizicnt 

0.987 
0,933 

0,972 
0,653 

0,900 
0,941 

0,996 
0,990 

0,967 
0,991 

0,971 
0,934 

0,911 
0,975 

v 161 

Mittclwcrte des 
pH unbcstrahlt 

6,3 

6,2 

6,3 

6,3 

6,3 

6,2 

6,2 

Durchschniltliche 
pH-Scnkung per 10* rad 

0,20 

- 0,15 

0,14 

0,24 

0,23 

0,20 

0,14 
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Kochsalz. Bcim Trocknen unci dcr Inkubatioii eifolgt cine 
JCristallhation (15), so class bci den ticfercn r.L.-Wcrtcn 
kein Einfluss auf die Wasscraufiuihmc dor Modclle ausgeiibt 
v/iid. Dei hohcrcn r.L.-Wcrtcn hingegen isl das Sal/ amorph 
unci wahrschcinlich vcrantwortlich fiir die starkcrc Wasser-
aufnahinc, die bci den PME-ModcUen im Vcrgleich zu den 
Pcroxydase-Moclcllcn gefunden wircl (7). Fcrner schcint der 
Ersatz von P2Os durch Silikagcl cincn hohcrcn Wasserge-
halt bci r.L. = 0 % zu verursachen (7). 

Der hohe Aklivitatsvcrlust, dcr bei der Vorbehandlung zu 
konstatiercn ist, lasst sich crklaren, wenn man annimmt, dass 
dieser eincr Fraktion des Enzyms zuzuschreiben ist, die sich 
nicht an den Trager bindct. Wahrcud dcr Inkubation findet 
dann nur noch ein geringcr Aktivitlitsabfall statt, dcr zicin-
lich unabhangig von dcr r.L. ist (Abb. 1). Dies spricht dafiir, 
dass man es dabei nur noch niit "gebundenen" Enzymmole-
kiilcn zu tun bat, wic sic auch von JANSEN (s. Einlcitung) 
bcschricbcn wurden. Ein wcitcrer Ilinwcis hierauf ist auch 
die Tatsache, dass die Inaktivicrungskurvcn (Dosis vs Aktivi-
tat) die Aktivitiitsacbse nahc bcim Punkt In A0 schneiden. 
Die Bcdeutung dieser Ersclicinung haben wir bcreits fniher 
ausfiilirlich besprochen (8). 

Das von uns venvendetc Enzympraparat hat cincn hohen 
Cchalt an Kohlenhydratcn (16), so dass VAS (4), der dieses 
Praparat bestraliltc, cigcntlich auch mit cinem System 
PME — Kohlcnhydrat arbeitcte. Dcr von Dim gefundene 
D37-\Vcrt von 8,8 vergleicht sich trotzdem nur schlecht mit 
unscrcn Werten, die zwischen 3 und 7 licgen. Der Unter-
scbicd in den Systemcn, vor aliem das Verhaltnis Enzym : 
Kohlcnhydrat ist cben doch schr gross. Andererseits kon-
ncn wir die Empfindlichkcit fiir Wassciradikale, die VAS (4) 
beschreibt, auch in dcr Zunahmc dcr Empfindlichkcit bei 
r.L. > 46,6 % in unscrcn Kurvcn (Abb. 2) ablescn. 
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t)ber die Stabilitat adsorbierter Enzyme in wasserarmen Systemen 
V. Der Effekt von Lagerung und Elektronenbestrahlung auf die 

Stabilitat von alkalischer Phosphatase 

J P . Roozen und VV. Pilnik 

Landwirtschaftliche Hochschule, Abteilung fur Lebensmittelwissenschaft, Wageningcn (Niedcrlande) 
(Eingegangen 24. Mai 1971, Iwt 107) 

Wassrige Losungen von AP warden zusammen mit wassrigen Losungen von CMC, loslicher Starke und PVPgefricrgetrock-
net. Dabei liisst sich cine ungewiinschte pH-Scnkung durch Zufigcn von Na-Bikarbonat verrnciden. Wahrend der drei-
wochigen Vorbeliandhmg (1 Woche nachtrocknen, 2 Wochen Inkubation bet 2°C und bei verscliiedenen r. L.-Werten) 
vertnindcrte sich die cingewogene Aktivitdt bei CMC urn 60 %, bei loslicher Starke um 20 % und bei PVP urn 40 %. Die 
Bestrahlungscmpfindlichkeit des Enzymes resp. des Enzymkomplexes lag in alien Systemen in derselben Grossenordnung. 
aber mit einigen charaf^teristischen Merkmalen: Bei r. L. > 46,6 % nahm sic bei PVP ab, wahrend sie bei CMC und loslicher 
Starke zunahin. Die Empjindlichkcit war auch geringer in Modellen mit hoheren Enzymkonzentrationen. Ein Nacheffekt 
Hess sich bei PVP-AP nicht fcststellcn; bei CMC und loslicher Starke als Tragermaterial war er messbar und grosser bei den 
Modellen mit geringer Enzymkonzentration. 

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

Aqueous solutions of alkaline phosphatase were freeze-dried together with aqueous solutions of CMC, soluble starch and 
PVP. An undesirable lowering of the ptl-values could be prevented by the addition of Na-bicarbonate. During the 3 weeks 
pretreatment (I week after drying, 2 weeks incubation at various relative humidities} the original activity dropped to 40 7c 
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 (resp. the enzyme-polymer complex) was roughly the same for all the polymers. 
However, at relative humidities over 46.6 % there was a 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. 

Einleitung 

Alkalischc Phosphatase (AP) findet sich haufig in Lebens-
miltcln tierischen Ursprungs. Bekannt ist seine Verwendung 
als Indikatorenzym zur Uberpriifung der Pasteurisation von 
Milch (1 , 2). Dank der Mcthodcrt .von PORTMANN ct al. 
(3) zur Isolierung und Reinigung der AP aus Kaiberdiinn-
darmschleimliaut konnten in den letzten Jahren verschie-
dene Eigenschaften dieses Enzymes genauer abgeklart wer-
dcn. So wird das Molokulargcwicht mit 100.000 angegeben 
(4) und der Zn-Cchalt eines gereinigtcn Priiparatcs mit 
0,2 % (4). Mg-loncn aktivicrcn die Phosphomonoesterasc-
Aktivitat und hemmen die Pyrophosphatase- und ATP-ase-
Aktivitat (5). NIKOLSKAYA (6) untersuchte den Einfluss 
der Bcstrahlung auf AP und schlcss auf Grund des Linc-
wcavcr-Burk-Diagrammes (7) auf cine nicht-kompetitive 
Hcmmung. Dies bedcutct, dass es sich bei der Inaktivierung 
des Enzymes durch ionisierende Strahlen um cinen "allcs 
odcr nichts"-Prozcss handelt. Blutscrum (8) und wassrige 
Ennilsioncn von Octadccadicnoaten (•)) schiitzen das l:n-
zyin wahrend der Bcstralilung. Die vorlicgendc Arbeit be-' 

schaftigt sich mit dem Einfluss einiger polymerer Tragersub-
stanzen bei verschicdencn Wassergchalten auf die Bestrah-
lungsempfindlichkeit von AP. 

Matcrialien und Methodcn 

Die Stabilitat von AP wurde mit Methodcn untersucht, die 
in friiheren Publikationen bcreits beschricben wurden. Es 
handelt sich dabei um die Inkubation der gefriergctrockne-
tcn Modelle (10), die Karl-Fischcr-Feuchtigkeitsbestim-
mung (11), die Bestrahlungsprozedur (12) und die Berech-
nung der BestraJilungscmpfindlichkeit (12). 

Vorbeliandhmg des Enzymes und der Polymeren 

Als Vorratslosung I sei das Enzym-Praparat bczeichnet, wie 
es von der Firma Bochringer, Mannheim, gekauft werden 
kann (Rcinhcitsgrad II). Es handelt sich hierbci um cine 
Suspension von 10 nig AP(E. C. 3. 1.3. 1.) aus Kalbeidarm 
per ml 3,2 M Ammoniumsulfat-L6sung(pll 6). Als Vorrats­
losung II wurde hieivon cine Verdiinnung zu 2 mg Enzym 
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per ml 3,2 M Ammoniumsulfai-Losung bei pi I 6 hcrgestellt. 
Im Kiihlschrank (5°C) sind bcidc Losungen stabil. Durch 
die llcrstellcrfirma wird cine Aktivitat von 35 I.U. per mg 
Enzyni angegeben (Substrat: p-Nitrophcnylphosphat); wir 
fanden aber in beiden Losungen 80 I.U. per mg Enzym. Die 
Ursachc dafiir liegt waluscheinlich in der aktivierenden Wir-
kung des von uns zur Aktivitalsbestimmung gebrauchten 
Ammediol-Puffcrs (13). Carboxymethylcellulose (CMC, 
Edifas BIO, ICI) und losliclic Starke (Fluka) wurden ohne 
weitcre Reinigung angewandt; Polyvinylpyrrolidon (PVP 
K25, Fluka) wurde, um cine Scnkung des pH-Wcrtes zu 

- vemiciden, vor-gefricrgetrocknet (10). _ __—•.--

Modellsysteme 

Zu je 100 ml 2% Potymerlosung werden entvveder 0,2 ml 
der Enzymvorratslosung I ("konzentriertes Modell") odcr 
0,05 ml der Vorratslosung II ("verdiinntcs Modell") zuge-
fiigl. Dann wird eine dem Ammoniumsulfat equivalcnte 
Mcngc Natriumbikarbonat in konzentricrter Losung zugegc-
ben. Dies ist notig, da sonst durch das Gefriertrockncn der 
pH-Wert bis auf 4 sinkt, walirscheinlich durch Ammoniak-
Verdampfung. Die Zufiigung des Bikarbonates crgibt pH-
Werte der aufgclosten.gcfricrgctrocknctcn Praparate, welche 
zwischen 6 und 8 licgen. Die angewandten Techniken (Gc-
fricrtrocknen, Arbcitcn unter Kohlensaure-Ausschluss, Mah-
len der gefricrgetrockneten Praparate, AbfuIIen der Praparate 
in Polyethylensachets, etc.) wurden bcreits in unseren fruhe-
ren Publikationen ausfuhrlich beschrieben (10,11). 

AP-Aktivita'tsbestimmung 

Durch die Einwirkung von AP auf p-Nitrophenylphosphat 
(14) entsteht p-Nitrophenoi, dessen Konzentration spek-
trofotometrisch bei 405 nm gemessen werden kann. Die 
Konzentrationszunalime in Funktion der Zeit dient dann 
zur Aktivitatsbestimmung. Um genaue und reproduzierbare 
Mcsswerte zu erhalten, miissen die Konzentrationen von 
Puffersalz (13) und Mg-Ioncn (5) sorgfaltig standardisiert 
sein. Wie BRESTKIN et al. (14) haben auch wir gefunden, 
dass reproduzierbare Aktivitaten nur gemessen werden 
konnen, wenn Puffer und Enzyni vorinkubiert werden. Un­
ter Beriicksichtigung dieser Tatsache wurde die folgende Ar-
beitsvorschrift entwickelt: 
In eine 2 cm-Glaskiivette werden nacheinandcr 5 ml Enzym-
losung und 3 ml 0,6 M Ammcdiol-0,003 M MgCl2 -Losung 
(pH 10,15) pipettiert, gut gemischt und wahrend 15 Min. 
bei 25°C vorinkubiert. Hierauf wird 1 ml 0,09 M p-Nitro­
phenylphosphat zugefugt. Die Zunahme der Extinktion 
wird als Mass der Enzymaktivitat rcgistriert. In unserem 
Fall bcniitztcn wir cinen Zeiss PMO II, der mit einem ther-
mostatisierten Kiivettcnhalter und Ruhrkiivetten ausgeriistet 
und mit einem Servogor-Kompensationsschreiber (Goertz) 
verbunden ist. Die folgenden Ghemikalien wurden ohne 
weitere Reinigung -gebraucht: Ammediol (2-amino, 
2-methylpropandiol-l,3, rein, Koch Light Labs Ltd., Eng­
land), MgClj (p. a., Merck) und p-Nitrophcnylphcsphat-
Dinatriumsalz (p. a. Merck). 

Resultate 
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Abb. 1 Restaktivitdt von alkalischer Phosphatase nach 2 
Wochen Inkubation bei vcrschiedenen Wasseraktivitaten in 
% der "eingewogenen" Aktivitat (•: vcrdiinntcs Modell una 
o ; konzentriertes Modell). 

in Tab. 1 die Resultate niclit nach Enzymgclialt der Model!:-
differenzicrt sind. Wie bei den fruhcr beschricbenen Syste-
men mit Pcroxydase (11) und Pcktinmcthylcstcrasc (15) is: 
auch bei der AP wiederum zu beobachtcn, dass be: 
r. L. = 75,6 % das System mit CMC klebrig und das System 
mit loslicher Starke hart wird, wahrend PVP zerfliesst. 

Wasseraufnahme der Systeme 

Der Wasscrgchalt der AP-Polymcr-Syslcme wurde miUels 
KF-Titralion nach Inkubation bei vcrscliicdcr.cn rclativcn 
Luftfcuchtigkeitcn (r. L.) iiber gesattigten Salzlosungcn be-
stimint. Es war kcin Untcrschied zwischen den "konzen-
tricrtcn" und "verdtinnlen" Modellcn festzustcllcn, so class 

Lagcnmgseffekte 

In Abb. 1 sind die Restaktivitiiten nach Mtagiger Inkuba­
tion bei vcrschiedenen r. L.-Wcrten in % der eingewogenen 
Aktivitat wicdergegeben. Die Strcuung der Resultate lasst 
kcinc dcullichcn Schlussfolgeruugcn iiber den Einfluss der 
r. L. zu. Auch ist kcin Einfluss der I lobe der Bcginnnktiviti: 
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Tab. 1 Wasscrgchalte in % des Gcsamtgcwichtes dcr gcfrier-
getrocknetcn Modellsysteme nacli 2 Wochcn Inkubation 
iibcr Silikagel und gcsiittigten Salzlosungcn bei 2°C 

Salze 

Silikagel 
NaOH - i r 2 0 
LiCl '211,0 
MgCli -611,0 
NaJ -2112 0 
Mg(NOj)2 - 6H 20 
NaCl 

% r.L, 

0 
7 

14,1 
_ 33,9 

46,6 
59,5 
75,6 

CMC 

3 
6 
8,5 

13 
15,5 
20 
29,5 

losliche 
Starke 

2 
4,5 
5.5 
8,5 
9.5 

10,5 
14 

PVP 

2.5 
5.5 
8 

13,5 
17 
23 
30,5 

Abb. 2 Bestrahlungsempfndlichkeit von alkalischer Phos­
phatase bei vcrschiedcuen Wasseraktivitaten. (* • ; ver-
dunntcs Modell und o o; konzentriertes Model!). 

Tab. 2 Die "innere" Strahlungsempfindlichkcit (I.S.) von 
alkalischer Phosphatase niit verschiedenen Polymercn bei 

verschiedenen Wassergchalten (— 1 

V = "verdiinntcs Modell"; k = "konzentriertes Modell". 

System Rcgrcssions-
glcichung 

Korrela- Rczipro- Vcr-
tions- kcr Rich- haltnis 
koeffi- tun?s- dcr 
zicnt koelf. l.S. 

(= l.S.) 

CMC V D37 = 31,3 Ek + 0,02 0,65 
k D37 = 16,1 E^ + 3,4 0.50 

Starke V D37 = 19,4 Ek +0,01 0,70 
k D37 =21,9 Ek +2,2 0,55 

PVP V D 3 7 = - 2 4 , 4 E k + 0,05 0,51 
k D 3 7 = - 1 5 , 4 E k + 5,l 0,33 

0,032 
0,062 

0,052 
0,046 

0,041 
0,065 

1 
1,9 

1,6 
1,4 

-1,3 
-2 ,0 

( xK f rad ) 
1Ch 2 A : C M C . A P 

a 
" .' w* ' • • — * — . . 

O 7 14.1 

fx10°rad) 
10i 

33.9 46.6 59.5 75.6 
r.L. 

S5 ' 

2B:S ta rke .AP 

u 
* -

6 7 14.1 

(*10°rad) 
10i 

33,9 4 6.6 5 9 3 75.6 
r.l 

2 C : P V P . A P 

rj^^A 

O 7 14.1 33.9 46.6 59.5 75.6 
r.L 

zu erkennen. Ilingcgen ist wiederum eine deutliche Abhan-
gigkeit der Lagerstabilitat voin Polymeren zu sehen. Am 
stabilsten ist AP auf loslichcr Starke (durchschnitriich 80 % 
Restaktivitat) und am wenigsten stabil auf CMC (durch-
schnittlich 40% Restaktivitat). Dazwischen licgt das Sy­
stem mit P\'P mit etwa 60% Restaktivitat. Nach Auflosen 
in Wasn't sinkt die Aktivitat aller Modelle urn ungefahr 
10 % per Woche (Kiihlschrank; 2-5°C). 

Bestrahlungseffekte 

Die Bestrahlungsempfindlichkcit eines Enzymes ist dem 
sog. D37-Wert umgekehrt proportional. Dieser Wert wird 
aus der linearen Regression der natiirlichen Logarithmen der 
Restaktivitaten als Funktion der Dosis berechnet und gibt 
also an, bei wclcher Dosis die Aktivitat auf 37 % dcr Aus-
gangsaktivitat abgesunken ist. Ahnlich wie bcim System 
CMC-Peroxydase (12) schneiden die experimcntell be-
stimmten Rcgrcssionsgeraden die Aktivitat-Ordinate dicht 
beim Punkt In A0, welcher die Aktivitat des unbestrahlten 
Musters angibt. In Abb. 2 sind die D37-\Verte der unter-
suchten AP-Polymer-Systeme flir verschiedene r. L.-Werte 
aufgezeichnet. Ilierbei ist nun cin dcutlicher Einfluss der 
Enzymkonzcntration zu sehen, wobei allerdings bei einer 
20fachcn Enzymkonzentration die D37-Werte durchschnitt-
lich um ca. 25 % ansteigen. Das Modell CMC-AP(Abb. 2A) 
weist fur beide Enzymkonzentrationen die grosste Strah­
lungsempfindlichkcit bei r. L. = 75,6% auf und die gering-
ste bei r. L. = 14,1 %. Die Kurven fur das "konzentrierte" 
und das "verdiinnte" Modell losficher Starkc-AP (Abb. 2B) 
sind flach bis hinauf zu 46,6 7c, wonach ein gcringes Abfal-
Icn eintritt. Mit PVP als Triiger ist das Verhalten bei den 
zwei Enzymkonzentrationen verschicden (Abb. 2C). Das 
"verdiinnte Modell" zeigt zunchmende D37-\Vcrte (abnch-
mende Empfindlichkcit) bei zunehmenden r. L., v/ahrend 
beim "konzentrierten Modell" keine Veranderung dcr 
Empfindlichkcit iibcr das ganze r. L.-Gcbict fcstzustcllen 
ist. 

"Innere " BestrahlungsempfindUchkeit 

Ahnlich wie fur die Modelle mit Peroxydase (12) wurde 
wiederum die "innere" Bestrahlungsempfindlichkcit (intrin­
sic radio-sensitiviiy) aus der Kuive D37 = f (Enzymkonzen­
tration) berechnet. Die "intrinsic radiosensitivity" ist dann 
der rcziprokc Wert der Ncigung dieser Kuive. Als Enzym­
konzentration dicnt die rcziproke Feuchtigkeit ab 
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Tab. 3A Nacheffekt ausgedriickt durch die I)3,-Wertc (xlO"6rac!) bci vcrschicdenen Wasseraktivitaten. 

D37 = bcrcclinet aus den Rcstaktivitaten nach Bestrahlcn, Aufioscn und cincr Nacht stehen. 
D'37 = bcrcchnet aus den Rcstaktivitaten nach Bcstrahlen, Auflosen und 7 Tagen bci 2-5°C stehen. 

r.L. wahrend dcr 
Bcstrahlung 

0 
7 

14,1 
33,9 
46,6 
59,5 
75,6 

"vcrdiinntcs Moc 

CMC 

D37 D37 

3,8 2,8 
_3,9 3,7 
4,3 3,4 
4,2 3,1 
4,0 3,0 
3,6 2,8 
2,5 2,1 

ell" 

losl. 

D37 

3,3 
3,5 
3,1 
3,3 
3,5 
2,8 
2,9 

Starke 

D37. 

2,5 
2,7 
2,0 
2,9 
2,5 
2,1 
2,3 

PVP 

D37 

3,1 
3,4 
3,5 
3,2 
3,8 
4,2 
4,4 

D'37 

3,1 
3,7 '..-
3,8 
3,7 
3,6 
3,9 
5,1 

"konzentriertes 

CMC 

D37 

5,7 
••-."4,5 

5,8 
5,2 
4,4 

. 4,1 
4,0 

D37 

3,9 
4,2 . . . _ / 
4 ^ 
4,5 
4,2 
3,8 
3,5 

Modell" 

losl. Starke 

D37 D37 

4,1 4,0 
5,2 4,8 
4,6 4,3 
4,0 4,4 
4,6 4,4 
4,2 3,7 
2,9 2,7 

PVP 

D37 

4,3 
5,3 
4,2 
4,4 
4,1 
4,4 
4,6 

D'37 

3,8 
4,3 
4,6 
4,2 
4,0 
5,2 
4,0 

Tab. 3B Nacheffekt in % in den wassrigen Losungen dcr 
bestrahltcn Modclle nach einer Woche Inkubation bci 

D31 - D' 
- • 1 0 0 % 2-S°C. Nacheffekt' 

D 37 

r.L. wahrend "verdiinntes Modell" "konzentriertes 
dcr Bcstrahlung CMC Starke Modell" CMC 

_ 

6 
17 
13 
5 
7 

13 

0 
7 

14,1 
33,9 
46,6 
59,5 
75,6 

26 
5 

21 
26 
25 
22 
16 

24 
23 
35 
12 
29 
25 
21 

Tab. 4 Die pH-Senkung im AP-Starke-System als Funktion 
der Bestrahlungsdosis (1)). Fiir jeden r.L.-Wc rt sind die Re-
sultate von 2 verschiedenen Versuchsserien ausgewertet. 

r.L. Rcgrcssionsglcicliung 
wahrend 
der Be-
strahlung 

Korrcla- Mittcl-
tions- wcrte des 
kocffizient pll unbe-

strahlt 

Durch-
sclintl. 
pH-S 
per106 

rad. 

14,1 

33,9 

46,6 

59,5 

75,6 

PH = 
p!l = 

pll = 
PH = 

PII = 
PH = 

PH = 
PII = 

PH = 
pll = 

PI1 = 
pll = 

pll = 
PH = 

-0.08D + 7.3 
-0.02D + 7,4 

-0.09D + 7,3 
-0.08D + 7,7 

-0.07D + 7,3 
-0.08D + 7,6 

-0.10D + 7.2 
-0.09D + 7,6 

-0.08D + 7,3 
-0.10D + 7.5 

-0.14D + 7,1 
-0.06D + 7,2 

-0,180 + 6,2 
-0,03!) + 6,9 

0,9561 
O.^l 18 

0,8538 
0,9693 

0,9891 
0,9051 

0,9886 
0,9488 

0,8226 
0,9488 

0,9585 
0,9175 

0,9666 
0,8499 

7,3 

7,5 

7,4 

7,4 

7,4 

7,1 

6,5 

0,05 

0,08 

0,07 

0,09 

0,09 

0,10 

0,10 

r. L. = 46,6 7c, unter der Annahme, dass dann freies Wasser; 

vorliegt. Aus Tab. 2 ist ersichtlich, dass bci allerdings 
schlechtcr Korrelation die Werte fur die Systeme mit CMC 
und Starke innerhalb dem VerhaUnis 1 : 2 bleiben. Es ist 
fraglich, ob bei den negativen Werten mit PVP das Konzept 
dieses Empfindlichkeitsmasses (16) noch angewandt werden 
kann. 

Nach-Effekt 

Wie fur die Modelle mit Peroxydase (12) intercssierte uns 
auch fur die Modelle mit AP, ob und in wclcher Grosse ein 
Nacheffekt bcim Stchcnlasscn von Losungen der bestrahl-
ten Modelle auftritt. Die nach einer Nacht und nach einer 
Woche stehen (2-5°C) bestimmten D J 7 -Wcrte (Mittcl von 
Doppelbestimmungcn) sind in Tab. 3A wiedergegeben. Es 
ist auf den ersten Blick ersichtlich, dass mit PVP als Trager-
material von eincm Nacheffekt nicht gesprochen werden 
kann. Dies gilt auch fur das "konzentrierte Modell" losli-
cher Starke-AP. Fiir die anderen Modelle sind die Nach-
effekte in % berechnet in Tab. 3B zusammcngestellt. Es 
zeigt sich, dass der Nacheffekt bei geringerer Enzymkonzen-
tration grosser ist, namlich 20-30 % fur die "vcrdiinnten" 
CMC- und Starke-Modclle, verglichen mit 10-15 % fur das 
"konzentrierte" CMC-Modell und einem nur zweifelhaften 
Effckt bcim "konzentriertcn" Starke-Modcll. 

pH- Verdndeiwigen 

Kontrollmessungen ergaben im System loslichcr Starke-AP 
eine pH-Ernicdrigung von ca. 0,07 Einhciten per 106 rad. In 
Tab. 4 sind die Messwerte von je 2 Versuchsserien pro 
r. L.-Wert ausgewertet, wobci ab r. L. = 46,6 % die Unter-
schicde von Scrie zu Seric trotz genau gleichcr Arbcitsweise 
zunehmen. 

Diskussion 

Die in Tab. 1 publiziertcn Gleichgewichtswassergehalte 
stimmen nicht genau mit den friiher gefundencn Werten fur 
die Systcmc mit Peroxydase und Pcktinmethylcsterasc iiber-
cin (12, 15). Allerdings ist zu bedenken, dass die Modelle 
jedesmal mit anderen (Pcktinmethylcstcrase) oder ohnc Sal-
zc (Peroxydase) vorlicgcn und dass fcrncr als Trockmmgs-
miltcl ftir r. L. = 0 % P2O s durch Silicagcl crsct/.t wurdc. 
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Die von uns gekauften unci hergcstclhen Losungen von AP 
wicscn pll 6 unci cincn hohen Gchalt (3,2 M) an Anuno-
niumsulfat auf. Dies verlciht ihnen cincn holicn Crad von 
Stabilitat, die Losungen vcrloren bcini Stchcn im Kiihl-
schrank (2-5°C) nionatclang niclit an Aktivitat. Dei gerin-
gen Salzkonzcntrationen kann hingegen die Aktivitat schon 
innert einer Woche auf 30% abfallen. Wie aus Abb; 1 her-
vorgcht, vcrloren unserc Modelle, obwolil sie im Verglcich 
mit den Vorratslosungen viel salzarmer sind, innert 3 
Wochen lediglich 20-60 % Aktivitat. Man muss also anncli-
men, dass die AP durch Komplcxbildung mit den Poly-
mcren stabilisiert wird. Dies bedeutet audi, dass die in die-
ser Arbeit gemessencn Bestrahlungsempfindlichkeiten den 
Enzym-Polymer-Komplex betreffen. Hicrftir spricht auch 
die Tatsache, dass die lnaktivierungskurvcn (Regressions-
geraden der Restaktivitiiten nach Bestrahlung mit verschie-
denen Dosen) die Aktivitatsordinate nahe beim Punkt In A0 

(Ausgangsaktivitat) schnciden, ein Phanomen, welches nur 
aus dcr Glcichwertigkeit aller bestralilten Enzymmolckiilc 
erklarbar ist. 

In den Systcmen mit CMC und mit loslicher Starke nimmt 
die Bcstrarilungsempfindlichkeit dcr AP bei r. L. > 46,6 % 
(frcies Wasser!) mit steigenden r. L.-Wertcn zu. Das System 
mit PVP verhalt sich gerade umgekehrt. wie aus Abb. 2C 
und den negativen Wcrten fur die "innere" Bestrahlungs-
empfindlichkcit (Tab. 2) ersichtlich ist. Urn dies zu erkla-
rcn, kann man die folgende Empfindlichkeitsreihe gegen­
iiber Radikalen und hydratisiertcn Elektronen postulieren:. 
Starke = CMC < AP < PVP, wobei Polymcrc und Enzym als 
Systcmkomponenten aufzufasscn sind. Tatsachlich muss 
nach HART et at. (17) die Reaktivitat von hydratisierten 
Elektronen gegeniiber PVP viel grosser sein als gegeniiber 
Kohlenhydratcn. 

Die "konzentrierten Modcllc" hatten hohere D.,--\Verte 
(Abb. 2) und gcringere Nacheffckte (Tab. 3B). Die AP ist 
also dann besser geschutzt als in den "vcrdunnten Model-
len" mit geringercm Enzymgehalt. Dies kann unter andercm 
einc Eolgc einer hohcrcn Konzentration an beschutzenden 
Verunrcinigungen (18) scin, wozu auch inaktive Enzym-
molckiile gereclinet werden konnen. 
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Uber die Stabilityt adsorbierter Enzyme in wasserarmen Systemsn. 

VI. Moglichkciten zur Inaktivicrung von Enzymen in getrockneten Lc-bensir.it-

teln (lurch Eestrahlung . Betrachtungen i.m lichte der Literatur und 

eigener Untcrsuchungen. 

J.P. ROOZEN und W. PILNIK 

Landwirtschaftliche Hochschule, Abteilung fur Lebensmittelwissenschaft, 

Wageningen, Niederlande. 

Einleitung und Grundlagen 

Enzymaktivitclt in getrockneten Lebensmitteln 

Getrocknete Lebensmittel stehen im hygroskopisehcn Gleichgewicht mit ihrer 

Umgebung. FUr eine grosse Anzahl ist die Sorptionsisotheime bestimmt; meist 

handelt es c-ich um sigmoide Kurven (1,2). Die Abhanglichkeit von Enzymakti-

vitSten vom Wassergehalt des getrockneten Lebensmittels haben als erste 

Kiermeier und Coduro (5) am Eeispicl des diastatischen Abbaucs von St'arke 

untersucht. Acker (4) und Matheson (5) betrachteten enzymatische Eeak-

tionen als Funktion der relativen Luftfeuchtigkeit (r.L.) Als Mass fur die 

Enzymaktivitat diente dabei das Entctehen von Reaktionsprodukten in einer 

Mischung des getrockneten Lebensmittels mit Substrat. Acker und Ruber (6) -

machten auch Modellversuche,indem sie gereinigte Enzympraparate mit. einem 

Trltger gefriertrockneten und mit dem Substrat in trockencr Form mischten. 

Acker und LUck (7) konnten das Fortschreiten der enzyrnatischen Umsetzungen 

als Funktion der r.L. darstellen, wobei dieselben unterhaib des Wendepunkte* 

der Sorptionsisotherme nicht inehr. oder nur sehr unvollstHndig verliefen. 

Ihre Erkla'rung hierfUr ist die Anwesenheit von freiem Wasser im Systernen 

mit einer r.L. oberhalb des Wendepunktes (8). Dieses befindet sich haupt-

sttchlich in den tfapillaren und dient als Transported, ttel fur Substratmole-

klile, wodurch dann enzymatische Umsetzungen tn'oglich werden (9). Interessant 

ist, dass lipolytische Reaktioncn auch unterhalb des VJendepunktos der 

Sorptionsisotherme statt finden, z.B. in gemahlenejn Hafer. Acker und Eeut-

ler (10) erklUren dies dadurch, dass in diesem Fall das Substrat keiner 

Aufldsung in V.'asser bedarf, vim zu den Enzym..;olekulen zu gelangen. Hire 

cch'dnen Experimente mit festem (Trilaurin) und fittest gem (Triolein) Sub­

strat bestlitigen diese ErklUrung. AUG dem obon gesagtcn wird dcutljch, 
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v/arum auch in getrockneten Lebensrnittcl Enzymaktivitaten zu QualitStspro-

'blemen fuhren konnen. Die Lagerung bei entsprechend tiefen r.L. ist aus 

technologischen GrUnden nicht immer realisicrbar; auch kann sie zu anderen 

ebenfalls unerwUnschtcn Umsetzungen fuhren (Fettoxydationj2,11). Da run 

muss z.B. Trockengemiise aus blanchierten GemUsen hergestellt werden. Eine 

Inaktivierung von Enzymen durch Bestrahlung des Trockenproduktes v.Olrde 

intcressante lebensmitteltechnologische Perpektiven er'dffnen. 

Ubertragung von Bestrahlungsenergie in Lebensmitteln 

Lebensmittel werden entweder mit Elektronen Oder mit Gamma-Strahlen be-

strahlt. In beiden Fallen beobachtet man den sog. direkten Effekt, der durch 

nicht-elastische Zusammenst'dsse zwischen energiereichen und molekillgebun-

denen Elektronen zustande kommt und das Entstehen von angeregten f-'.olekulen 

sowie von negativen und positiven Ionen bewirkt. Am Wassermolekiilen ent­

stehen auch ungeladene Radikale und hydratisierte Elektronen (12). Biese 

aktiven Tcilchen reagieren wieder mit den anderen MolekUlen: dies ist dam 

der indirekte Effekt. Direkter und indirekter Effekt wurden z,B. von 

Alexander et al (l̂ i) bei der Bestrahlung von Eiv:eissen studiert.'Ein 

dritter Mechanicmus der Energieilibertragung (mittels angeregterMolekule) 

wurde z,B..von Norman und Ginoza (14) an einem Gemisch von Cystein und 

Alanin aufgezeigt. Dieses Mechanismus scheint auch bei den Versuchen von 

Sanner et al (15) wirksam zu sein, wobei ein MakromolekUl durch die Anv:e-

senheit der Penicillamin vor Abbau beschutzt vard. Solche Schutzir.e chard srr.en 

kommen auch bei indirekten (16, 17, 18, 19) und direkten Bestrahlun^seffekten. 

(20) hauflg vor. 

Enzym-Polymer Systeme als Modelle fur getrocknete Lebensrittel. • 

Unsere Systeme wurden durch gefriertrocknen von Peroxydase, alkalischer 

Phosphatase und Pektinesterase mit Carboxymethylcellulose (CKC), loclicher 
»" 

StMrke, Polyvinylpyrrolidon (PVP) und Natrium-Pektat (NaP) erhalten. Die 

genannten Polymere vmrden gewShlt, weil sie nach gefriertrocknen in V.Tasser 

instant l'dslich sind, wodurch die Messung der Enzymaktivit&ten betraeht-

lich vereinfacht wird und weil sie als Modelle fUr Grundbausteine von 

Lebensmitteln gel ten k'onnen. lonisierende Strahlen bev/irken in Folyir.eren 

Depolymerisation. und/oder Vcrnetzung, wobei direkte und indirekte Effekte 

verschiedene Wirkungen haben konnen (21). Bacq und Alexander (22) 



unterscheiden zwischcn "Abbautypen", welche bei Bestrahlung in trockenem 

oder gel'dstem Zustand depolymerisieren und "Vernetzungstypen", welche bei 

hoher Konzcntration Vernetzungsreaktionen untergehen, in verdUnnten l'dsung 

aber depolymerisieren. Die von uns bcnUtzte CMC geh'drt zu den Abbautypen 

(22) - nur bei bestimmten Wasscrgehalten ist Yernetzung beschrieben (2~j>). 

StUrke wird ebcnfalls hauptsachlich abgebaut (24, 25, 26), wo bei der Ein-

fluss des Wassergehaltes von Reuschl und Guilbot (27) beschrieben wurde. 

Auch Pektin geh'drt zura Abbautypus (28); auch hier ist die Bestrahlungsemp-

findlichkeit eine Funktion des Was serge haltes (29). PVP ist ein Reprasentant 

des Vernetzungstypus (̂ O, 31)'» 1 - 2 % ige L'dsungen gelieren beim Bestrah-

len. Auch fUr die Wahl der Enzyme war die Einfachheit der Aktivitatsmessungen 

wichtig. Andere Kriterien waren: Bedeutung in Lebensmitteln, Erhaltlichkeit 

in reiner Form, Verschiederiheit im Typus zum Studiura eines mbglichen Zusam-

menhanges zwischen MolekUlbau (Molekulargewicht, prosthetische Gruppe, ge-

bundene Metallionen) und Bestrahlungsinaktivierung. So ist z.B. der Ein-

fluss von ionisierenden Strahlen auf alkalische Phospiiatase zu vergleichen 

mit der Wirkung eines nicht kompetitiven Inhibitors (22). Dies bedeutet 

dass EnzymmolekUle durch Bestralilung vollstandig inaktiviert werden, ohne 

dass Zwischenformen entstehen. Bei Lac toper oxidase (j>'j>) andererseits 

sind sowohl der Eiweissteil als die prosthetische Gruppe strahlungsemp-

findlich, sodass verschiedene VerUnderungen des MolekUles zur Inaktivie-

rung der Peroxidase beitragen k'dnnen. 

Gemsssene Grbssen und Definitionen 

Die Einstellung der PrHparate auf eine bestimmte Feuchtigkeit erheischte 

eine gewisse Lagerzeit vor der Behandlung. Dabei wurde eiri Aktivitats-

verlust festgestellt: Es konnte also eine Lagerstabilitat bestimmt werden. 

Die Aktivitat der Enzyme nach Bestrahlung wurde in fo der Aktivitat direkt 

vor Bestralilung als Funktion der Dosis ausgedrUckt. In den von uns untersuchten 

Systemen handelte es sich dabei urn eine Exponentialfunktion; dies erlaubte 

sog. D27-Werte als Mass fUr die Eestrahlungsempfindlichkeit resp. resistenz 

zu gebrauchen. Der Dv̂ -Vtert ist die Dosis die notig ist um JJ % Restaktivitat 

zu erhalten. Nach einer Woche stehen der Lttsungen im Eisschrank vmrde dieser 

Wert jeweils nochmals bestimmt und D'^y genannt. Aus beiden Werten kann dann 

der sog. Nacheffekt in % als 

D ? 7 - D 5 7 # 1 0o 
D?7 

berechnet werden. Als allgemeine n i ch t von der Feuchtigkeit abhangige Strahlungs-

empfindlichkeit der Enzytn-Polymer Systerne wird die 'iinnerej' J3.trahlun&Kenipfj.ndlichl: 
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gew'ihlt. Dazu werden die Systeme mit freiem Wasser/konzentrierte Lb'sungen 

betrachtet, da bei der Bestrahlung das freie ' °° bereits Radikale zu 

bilden vermag. Zur Berechnung dieser Gr'dsse nach Banner und Pihl (J>k) 

wird der reziproke Wert des 'r"° gehaltes als Enzymkonzentration genommen. 

Die "innere" Strahlungsempfindliehkeit ist dann der reziproke Wert der 

Neigung der Kurve der D - V'erte als Funiction dieser Konzentration. 

Betracbtungen unci Diskussion 

Inaktivierung von Enzymen durch Bestrahlung 

Nach einem ausfuiirlichen Ubersichtsrefcraat von Augenstine (25) k'dnnen 

folgende Prozesse zur Inaktivierung fUhren: 

1) Veranderungen an den AminosHuren dec aktiven Zentrums. 

2) Spaltung covalenter Bindungen. 

3) Forrnung f r e ie r Radikale. 

k) Gleichzeitige Spaltung vieler schwacher polarer Bindungen. 

5) Lokale AufhUufung von Energie. 

Die Bestrahlungsinaktivierung von Enzymen ist meistens eine Exponential-

funktion der Dosis. Papain ist eine Ausnalune. Dies wird von Sanner und 

Pihl (j54) durch eine allgemeine kinetische Thecrie erklart fUr Experimen­

ted bei welchen die Bestrahlungsdauer die mittlere Lebzeit von Wasser-

radikalen Ubersteigt (J>6). Auch bei c4 -Amylase-losungen ist die Funktion 

Dosis-Restaktivitat nicht exponents, ell (37); dafUr werden zwei ErklM-

rungen gegeben: verschiedene Reaktionsschnellheiten von Wasserradikalen 

mit verschiedenen Aminoscluren des Enzymes oder Denaturierung von inakti-

vierten EnzymmolekUlen, wodurch sie fUr Uasserradikale unzug'anglich werden. 

Ohne Angaben Uber die Inaktivierungskinetik werden zur Inaktivierung von 

Lysozyme (38) J> m'dgliche Eechanisraen angefUhrt: Abdeckung des aktiven 

Zentrums durch Aggregation, Spaltung covalenter Bindungen am aktiven Zen-

trum, allgeraeiner Abbau des Lysozym-molekules. Bei Phosphorylase B (39) 

is-^ie allosteris'che Funktion strahlungsempfindlieher als die katalytische. 

Sie kann auch beschUtzt werden durch eine Fixierung der" SH-Gruppen mit 

p-Chlormercuribenzoat. Das System, in wclchem ein Enzym bestrahlt vrird, 

hat einen straken Einfluss auf &>\5 Mass der Inaktivierung. So sind 

Enzyme in Lebensmitteln ziemlich bestrahlungsbestandig (̂ 10) und nehrnen 

mit zunehmends Reinigung an Rmpfindlichkeit zu (Hi, 42, K~$). Dies ist 

vor allem auf die Verminderung.der Bestrahlungsempfindlichkcit durch 

Adsorption (hh) resp. Komplexforrnung zurUckzufuhren. Komplexe konnen 

in der Form von lietall-chelaten auftretcn (Carboxypcptidase A mit Cysteln, 
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45; Katalase mit Glyzerin, 46 oder BlausSure, 47). Auch Enzym-Subntrat 

Komplexe sind untersucht: LNA-DNase (48), Polyphenoloxidase-Tyrosin (49), 

Actomyosin-Adenosintriphosphat (49). Ein Beispiel eines kovalent gcbun-

denes Enzym ist Papain mit Poly-p-aminophenylalanin (50). Auch nicht 

welter spezifizierte Komplexe warden bescbrieben z.B, Agar-Trypsin (51). 

Moglichkeiten der Inaktivierung von Enzyrnen in trockenen Lebensmittelr. 

Der Zustand, in welchem ein Enzym vorliegt, entscheidet Uber die Art der 

Ubertragung der Bestrahlungsenergie und darnit Uber das Mass der Inakti- , 

vierung. Die in unseren vorhergehenden Publikationen (52, 53, 54, 55* 55) 

ausfUhrlich beschriebenen eigenen Resultate sind schematisiert in Tab.1. 

Die durch uns untersuchten Enzyme v.'iesen je nach Feuehtigkeit und Art des 

polymeren Trclgers eine sehr unterschiedliche Bestrahlungsempfindlichkeit 

auf. Man kann sagen dass die Mbglichkeiten der EnergieUbertragong durch 

den Wassergehalt gegeben sind, v;obei die Eigenschaften der Polymeren ein 

weiterer mitbestimmender Faktor sind bei der Umsetzung von Bestrahlungs­

energie in inaktivierte EnzymmolekUle. Ferner ist zu bemerken, dass die 

r.L.-D-,„ Kurven der Peroxidase-Polymer Systeme bei tieferen pH Werten 

tiefer liegen; das Enzym ist dabei offensichtlich bestrablungsempfindlicher 

(54). Ebenfalls interessant ist die Tatsache, dass eine Konzentrations-

erh'dhung der alkalischen Phosphatase im System alkalische Phosphatase-

Polyroer h'dher liegende r.L.-D Kurven ergibt (55). Die Bestrahlungsemp­

findlichkeit dieses Enzymes nimmt also mit Konzentrationszunahme ab. 

In beiden Fallen sind die r.L.-D,,, Kurven lediglich parallel verschoben. 
37 

Dies weist auf eine gewisse AllgemeingUltigkeit der in Tabelle 1 gegeben-
en Charakterisierung der r.L.-D,„ Kurven. Die Grenze sensorischen 
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"Acceptability" von bestrahltem, getrocknetem Gemuse ist 1.10 -J>. 

10 rad (57,58). Selbst bei Dosen bis 17.10 -rad konnte aber de Koe (57) 

noch Peroxidase-Aktivitat feststellen. Daraus muss man schliessen, dass 

bei der Inaktivierungsdosis kein geniessbares Produkt mehr vorliegen wilrde. 

Die TrockengemUse, mit welchen de Koe arbeitete, hatten einen Wassergehalt 

von 3,5 - 8#. Bei hllheren Fcuchtigkeiten (r.L. ̂> 455a) ware die Peroxidase 

empfindlicher gegen Bestrahlung gewesen (54). Allerdings k'dnnen dabei 

auch Stoffe, welche sensorisch ungewllnschte Abbauprodukte ergeben, bestrah-

lungsempfindlicher werden. 



Vor- und Nacbeffekte 

Unsere Studien haben gezeigt dass schon allein durch Aufbewahren der 

getrockneten Enzym-Polymer Systeme Aktivit&tsverluste auftreten. Eei 

Peroxidase ist die Lagerstabilitat stark vom pH, dcr Tcmperatur und den 

r.L.-Wert abhtfngig (52, 5J5). ZufUgung des Substrates Guajacol erh'dht die 

Lagerstabilitat (52). Anderecseits ist keine erh'dhte stabilitat des Fek-

tinesterase-Na-Peltat Systemes gegenUber anderen Pektinesterase-Polymer 

Systemen festzustellen (55). Im gegensatz zur Bestrahlung spielt bei 

der Lagerung die Konzentration der alkalischen Phosphatase keine Rolle 

(56). Verallgemeinend kann aus Tab. 1 geschlossen werden, dass die Eigen-

schaften der Enzyme und der Polymeren fur die Lagereigenschaften testim-

mend sind*. Peroxidase und alkalische Fhosphatse sind im St£rke-System 

am stabilsten, wKhrend Pektinesterase im CMC System am stabilsten ist. 
p 
L'dsungen der Enzym-Polymer Systeme welche nach der Bestrahlung gemacht 

und gelagert werden, weisen weitere, unterschiedliche AktivitStsverluste 

auf, mit Qiner gewissen Abbltngigkeit von der UrsprUnglichen Dosis. 

Dieselben betragen fUr Peroxidase und alkalische Phosphatase etwa 10 £, 

gegenUber 25 - 60 % fUr Pektinesterase. Es gibt also einen Nacheffekt 

d.h. ein Andauern von Inaktivierungsreaktionen. Daniels et al (59) 

erklKrten einen solchen Nacheffekt fUr DNA-L'dsungen mit einen langsamen 

Nydrolyse von labilen Zwisdierprodukten. V'enn wir diese Erklarung auf 

die von uns beobachteten Nacheffekte (Tab. 1) anwenden, mUssen wir 

das Entstehen von zwar aktiven, aber doch "angeschlagenen" Enzymmole-

kUlcn postulieren, welche dann in Ldsung ihre Aktivitat verschnellt ver-

lieren. In den PVP Systemen ist kein Nacheffekt zu beobachten; entwedcr 

entstehen darin also keine "angeschlagenc" Enzymrnolektile oder dieselcen 

werden wieder stabilisiert. Auch bei Pektinesterase tritt in keinen der 

Polymer Systeme (Tab. 1) ein Nacheffekt auf. Vielleicht kommt dieser 

auch ange&clits der hohen Aktivit&tsverluste beim Stehenlassen 

nach der Bestrahlung nicht mehr zur Geltung (55). 

Allgemeine RuckschlUsse auf nicht untersuchte Enzyme 

In den vorliegenden Arbeiten konnten nur einige Enzyme untersucht we-rden; 

k'dnnen daraus SchlUsse gezogen v;erden in Bezug auf andere Enzyme? 
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Die Betrachtung der I.S.-V/crte auf Tab. 1 ergibt fur die Starke und 

CMC Systeme die folgende Rangordnung dor Bestrahlungscmpfindliebkeit: 

Pektinesterase < Peroxidase < alkalische Phosphatase. Dies ist auch 

die Rangordnung der Molekulargewichte (60, 6V) dieser Enzyme. Am einer 

Regression erster oder zweiter Ordnung (Abb. 1) ware mit der gebotenen 

Vorsicht die Sehlussfolgerung zu Ziehen, dass die Bestrahlungsempfind-

lichkeit von Enzytnen auch vom Kolekulargewicht abhangt. Nach Okada 

(hQ) steigen mit dern Molekulargewicht eines Eiweissmolekules auch die 

Anzahl reaktiver stellen. Setzen wir reaktive Stelle gleich potentiellem 

Inaktivierungsplatz, so nimmt tatsachlich die Bestrahlungsempfindlichkeit 

mit derr. Molekulargewicht zu. Dies wurde auch beim direkten Bestrahlungs-

effekt festgestellt {''Jo). Allerdings "p^ssen" die I.S.-Werte des Na-Pektat 

Und der PVT Systeme nicht. Beim Na-Pektat kann dies durch seinen 

Charakter als Substrat bedingt sein. Bei den PVP Systemen kann die Anwesen-

heit nicht aromatischer C=0 Gruppen als Erkl'drung dienen, welche nach 

Hart et al (12) eher mit hydratisierten Elektronen reagieren als die 

Aininosauren eines Enzymmolekules'. 
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Tab. 1; 

Schematische Ubersicht Uber die Resultate der Lagerungs- und Bestrahlungs 

versuche an Enzym-Polymer Systemen. 

pH 6-8, 2°C, Elektronen bis 6.10 rad. 

I Verlauf der Kurve % RestaktivitHt vs Zunehmende r.l. 

II Verlauf der Kurve Strahlungsresistenz (D-,7) vs zunehmende r.L. 

III Verhaltnisse der "inneren" Bestrahlungsempfindlichkeiten 

IV Nacheffekte. 

System II III IV 

Peroxydase 

- CMC 

- Starke 

- PVP 

Pektinesterase 

- CMC 

- Starke 

- PVP 

- Na-pektat 

Alkalische 
Phosphatase 

- CMC 

- Starke 

- PVP 

Minimum 

Horizontal 

Minimum 

Sinkend 

Sinkend 

Horizontal 

Horizontal 

Horizontal 

j * Horizontal 

! Horizontal 

Maximum 

Sinkend 

Maximum 

Maximum 

Maximum 

Steigend 

Maximum 

Maximum 

Maximum 

Steigend 

3 
4 
2 

2 

2 

3 

5 
-4 

~ 40 % 

A/ 50 $ 

kein 

kein 

kein 

kein 

kein 

~ 25 % 

/° 
kein 



V.J u -

Abb* 1. Regrescionen erster (—) und zweiter ( ) Ordnung der "inneren" 
* — — - • ' ' " # 

Strahluiigseiflpfindlichkeit ( I . S . ) a l s Funktion des Molekulargewichtes 

(M.G.) der bes t rah l ten Enzyme (Wang Computer Modell 700). 

•I- Starke als Trager 

x CMC als Trager 

Molekulargewi ehte: 

Pektinesterase 26^00 (61) 

Peroxidase 40000 (60) 

Alkalische Phosphatase 100000 (60) 

LS.xlO2 

* 8 

- 2 

- 4 J 

+ 
* 

/20.000 60.000 100.000 

M.G. 
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Summary. 

On the stability of adsorbed enzymes in water 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 radiation 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 systems. According to these the radiation sensitivity of these 

systems is a function of the molecular weight of the enzymes (with exceptions), 

of the kind of polymer used and of the relative humidity during irradiation. 
i 

The observed phenomena are, however, too complicated for a general application 
i 

to foodstuffs. • ' 

_Zusanrocnfassung 

Den Einfluss ionisierender Strahlen auf die AktivitSt von Enzymen ist 

becprochen, wobei vor allem Enzyme berUcksichtigt werden, welche in 

Lebensmitteln vorkommen. Gleichzeitig wird versucht die Resultate ei-

gener Versuche an Enzym-Polymer Systenien zu interpretieren und zu all-

gemein gUltigen Schlussfolgerungen zu kommen. Danach ist die Bestrahlungj 

empfindlichkeit der untersuchten Systeme eine Funktion des Molekularge-

wichtes der Enzymkomponente, allerdings mit Ausnahmen, sowie der Art 

des Polymers und des r.L.-Wertes w'dhrend der Bestrahlung. Die Verh&lt-

nisse liegen aber zu kompliziert urn aus den Modelversuchen zu allgemein 

gUltigen Aussagen Uber Lebensmittel zu kommen. 


