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Abstract

Keijbets, M.J,H. (1974) Pectic substances in the cell wall and the int?r—
cellular cohesion of potato tuber tissue during cooking. Doctoral thesis,

Wageningen. ISBN 90 220 0537 2, {xvi) + 161 p., 37 tbs, 50 figs, 359 refs,
Eng. and Dutch summaries.

Also: Agric. Res, Rep. {Versl. landbouwk. Onderz.} 827 and Publikatie 275,
Institute for Storage and Processing of Agricultural Produce, Wageningen.

The influence of ions, starch, buffer strength and pH on solubilization
of pectic galacturonan from potato cell wall material during boiling was
studied. The ions enhanced 8~eliminative degradation of galacturonan, but
calcium, copper (II) and irom (II) cations slowed down the solubilization at
pH 6.1. Magnesium was ineffective. Citrate, malate and phytate anions favoured
it. Maceration of potato tissue disks by pectic lyases and model cooking
experiments demonstrated the ability of calcium ions to retain intercellular
cohesion of potato tissue even when pectic galacturonan had been severely
degraded. In a pH range of 6.1-6,5, f-eliminative pectin degradation was
shown by specific periodate thiobarbituric acid staining to occur in cell
wall and potato tissue boiling.

Specific gravity graded potato tubers were analysed chemically, In
addition to starch, citrate, phosphorus, potassium, magnesium, pectic galac~—
turonan and pH increased but malate, calcium and intercellular cohesion
decreased with increasing sp. gr. There was a complex causal relationship
between chemical composition and intercellular cohesion. Both were influenced
by physiological age, Potato pectinesterase was partially characterized,
Because of activation of this enzyme or leaching of ions, intercellular
cohesion eould be greatly enlarged in preheating experiments, Literature on
structure and insolubility of pectic substances in plant cell walls and on
intercellular cohesion of the cooked potato was reviewed.
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Stellingen

1. Tijdens groel en rijping van aardappelen lopen veranderingen in de chemische
samenstelling parallel aan de toename van het zetmeelgehalte. Deordat bovendien
laatstgenocemd verschijnsel eenvoudig is vast te stellen, is ten onrechte een
causaal verband gelegd tussen zetmeel en intercellulaire cohesie na koken.

J.5. Woodman & D.S. Warren, J. Sci Fd Agric. 23: 1067-1077.
Dit proefschrift, hfdst. 7.

2. De cohesieve eigenschappen van de intercellulajire pectinegel in aardappel-
weefsel blijven in aanwezigheid van calcium iconen tijdens koken behouden, zelfs
indien het pectine-galacturonaan in sterke mate is afgebroken.

Dit proefschrift, hfdst. 6.

3. Het verdient aanbeveling magnesium ionen niet langer onder dezelfde noemer
te plaatsen als calcium ionen ten aanzien van de binding aan pectine carboxyl-
groepen en de onoplosbaarheid van pectine structuren in plantecelwanden.

M.A. Joslyn, 1962. Adv. Fd Res. 11: !-107.

L.¥. Molloy & E.L. Richards, 1971. J. Sci. PFd Agric. 22:; 397-402.
Dit proefschrift, hfdst. 5.

4. Het verbieden van nitriet als voedingsmiddel-additief is prematuur zolang de
kennis over in vivo synthese van N-nitrosaminen beperkt is, en hypocriet zolang
roken van sigaretten mogelijk blijft.

K. Mdhler et al., 1972. Z. Lebensm.-Unters. u. -Forsch 150: 1-11],

B.C. Challis, 1973. Nature 244: 466,

L.K. Keefer & P.P. Roller, 1974. Science 181: 1245-1247.
E. Boyland & S.A. Walker, 1974, Nature 248: 601-602.

5. Aan de aandrang vanuit de chemische en voedingsmiddelenindustrie tot forti-
ficatie van voedingsmiddelen zoals 'snacks' dient de overheid niet toe te geven.

FAO/WHO, 1971. Joint FAOQ/WHO Expert Committee on Nutrition.

Eighth repert. Food fortification. Protein-calorie malnutrition. Wid Hlth
Org. techn. Rep. Ser. No. 477.

Voedingsraad, 1974. Voeding 35: 9-59.



6. Indien voldeende calcium ionen of andere kationen met een sterke affiniteit
voor de carboxylgroepen aanwezig zijn, wordt ﬁ—eliminatie van pectine mogelijk
zondey dat de carboxylgroepen veresterd zijn zoals o.a. door Albersheim et al.
neodzakelijk wordt geacht.

¢. Albersheim et al., 1960. Archs Biochem. Biophys. 90: 45-51.

G. Dongowski & W. Bock, 1973. Faserforsch. u. Textiltech. 24: 34-38.
M.J.H. Keijbets & W. Pilnik, 1974. Carbohyd. Res. 33: 359-362.

7. Bij de bepaling van het kiemgetal van de coli-aerogenes groep, verdient het
de voorkeur glucose niet als koclhydraatbron te gebruiken,

D.A.A. Mossel et al., 1962. J. Bacteriol. 84: 381.

J.L. Cornelisse, 1974. Het isoleren van Salmonellae uit plantaardige voeder-—
middelen en mengvoeders. Dissertatie, Utrecht.

8. De saccharose synthase {(UDPG-D-fructose-2@-glucosyltransferase, E.C.
2.4.1.13) activiteit, pemeten als saccharose splitsing, vormt een interessant en
bruikbaar rijpheidscriterium voor de aardappel.

R. Pressey, 1969. Pl. Physiol. 44: 759-764.
J.R. Sowokinos, 1971 resp. 1973. Am. Potato J. 48: 37-64 resp. 50: 234-247.

9. Gezien de specificiteit van de interacties tussen pathogeen en waardplant is
het weinig zinvol om macererende activiteit van nict-aardappel pathogene micro-
organismen te bepalen op aardappelweefsel.

. Bateman & 5.V. Beer, 1965. Phytopath. 55: 204-211.
«W. Byrde & A.H. Fielding, 1968. J. gen. Microbiol. 52: 287-297.

D.F
R.J
A.L.J. Cole & R.K.S, Wood, 1970. Ann. Bot. 34: 211-214,

10. In de menselijke evolutie is de teelt van voedselgewassen niet voorafgegaan
aan, maar een gevolg geweest van de ontwikkeling van het koken.

A.C. Leopold & R. Axdrey, 1972, Science 176: 512-514,

11. Te vrezen valt dat bij benoeming van bisschoppen in de Nederlandse r.-k.

kerkprovincie het woord ‘'episkopos' nogal eenzijdig geinterpreteerd wordt als
'opzichter van Rome'.

Proefschrift van M.J.H. Keijbets
Wageningen, 6 november 1974
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Samenvatting

De intercellulaire cchesie is een van de belangrijkste textuureigenschap-
pen van aardappelweefsel. Al naar gelang de eigenschappen van de grondstof en
de behandelingen tijdens verwerking, verandert de intercellulaire cchesie
tijdens verhitten. De betekenis van de pectinestoffen, die tot de matrix
behoren van de primaire celwand en middenlamel van de aardappel, voor de
uiteindelijke intercellulaire cohesie van de gekookte aardappel werd aan een
nader cnderzoek onderworpen. Hiertoe werden maceratie-experimenten met
pectine-galacturonaan depclymerases opgezet; voorts werd het oplosbaar worden
van pectine-galacturonaan in modelsystemen (aardappelcelwanden, weefsel-
schijfjes) bestudeerd. Monsters van uiteenlopend scortelijk gewicht werden
uitgebreid chemisch geanalyseerd, terwijl experimenten om door vS6rverhitting
celwand-gebonden pectine-esterase te activeren, werden uitgevoerd.

In hoofdstuk 2 en 3 wordt een literatuuroverzicht gegeven van somige
aspecten van de intercellulaire cohesie. In hoofdstuk 2 wordt de structuur
van de pectinestoffen in de matrix van de celwand en middenlamel besproken,
naast die van de primaire plantecelwand zelf. Met name wordt aandacht besteed
aan de onoplosbaarheid van de pectinestoffen, die verantwoordelijk wordt
geacht voor de cohesie tussen de cellen. Aangenomen wordt dat de cnoplosbaar-
heid wordt veroorzaakt door covalente verankering aan hemicellulose en glyco-
proteinen in de celwand en middenlamel. Tegelijkertijd wordt benadrukt dat
calcium bijdraagt aan de stapeling van galacturonaan ketenstukken in op
microkristallieten gelijkende structuren.

In hoofdstuk 3 is de literatuur bijeengebracht met betrekking tot de
intercellulaire cohesie van de gekookte aardappel en de samenhang hiervan
met de chemische samenstelling. Intercellulaire cohesie blijkt objectief,
indirect, te kunnen werden gemeten met deformatietesten, zoals meting van de
samendrukbaarheid en van de penetratie, maar directe bepaling van de cel-
separatie aan de hand van het gewicht dat na koken achterblijft op een zeef
verdient de voorkeur. Gewezen wordt op het belang van objectieve textuur-
meting om invleed van verwante parameters uit te sluiten; dit geldt in het
bijzonder bij het onderzoek naar de invloed van de chemische samenstelling



op de intercellulaire cohesie. Een kritisch overzicht van oudere literatuur-
gegevens over intercellulaire cohesie illustreert dit uitgangspunt nader.

Zo kan men betwijfelen of er wel een oorzakelijk verband bestaat tussen
zetmeel en intercellulaire cohesie, zoals door velen is verondersteld, omdat
bij die onderzoekingen de intercellulaire cohesie meestal subjectief gemeten
werd. Wel geven vroegere experimenten sterke aanwijzingen dat complexe
veranderingen in de pectinestoffen de intercellulaire cohesie van de gekookte
aardappel beInvloeden.

De sleutelpositie van pectine-galacturonaan in de intercellulaire
cohesie wordt aangetoond in hoofdstuk 4. Enzymen die pectine-galacturonaan
depolymerizeren (laag-methoxylpectine lyase en pectine lyase) reduceerden de
celcohesie sterk. Tijdens deze maceratie verliep het oplosbaar worden van
pectine-galacturonaan uit weefselschijfjes van laag (1.060-1.070) en hoog
{1.100-1.110) soortelijk gewicht, afkomstig uit é&n populatie van knollen,
gelijkvormig. Derhalve werden met behulp van de gebruikte technieken geen
verschillen in primaire structuur van pectinestoffen gevonden. De celsepa-
ratie was echter sneller in weefsel van hoog s.g. Een verklaring hiervoor
ligt in de grotere celafmetingen in hoog s.g. weefsel, welke het verlies van
intercellulaire cchesie bevorderen in vergelijking met weefsel van laag s.g.
Het patroon van de enzymatische maceratie, vervolgd via de spectrofotometrische
turbiditeit, bracht de belangrijke rol van calcium ionen in de celcohesie
aan het 1licht. Calcium iomen vertraagden de celseparatie, zelfs als pectine-
-galacturonaan zelf sterk afgebroken was, zoals bleek uit een grote mate van
oplosbaar worden bij mechanische verbreking van de weefselsamenhang.

Het oplosbaar worden van pectine-galacturcnaan vit aardappelcelwanden
bij koken werd bestudeerd in hoofdstuk 5. Met name werd de invloed nagegaan
van de ionen in het weefsel zelf, zetmeel, pH en buffersterkte. Aangetoond
werd dat pectine-galacturonaan, voor 58% veresterd, bij pH 6.1 werd afge-
broken door g-eliminatie. Calcium, bivalente koper en ijzer ionen, vertraagden
het oplosbaar worden van pectine-galacturcnaan in vergelijking met kalium,
maar magnesium deed dit niet. Toenemende concentraties van calcium en kalium
_'_:\ionen verhoogden de snelheid van de g-eliminatie, calcium zelfs in grotere

mate dan kalium. De belangrijke rol van calcium in microkristaliijne
bundelingszones in de aardappelcelwandstructuur wordt geIllustreerd door de
gptzzimale_onoplosbaarhem vz.m pectn.xe—galacturonaan bij een verhouding

a¢*/000” van 1 i 2. Organische anionen zoals citraat, malaat en fytaat

maakten pectine-galacturonaan oplosbaar bij koken, dankzij het binden van
calcium en de versnelling van de g-eliminatieve afbraak.



De#isterificatie met sinaasappel PE verhcogde de affiniteit van de carboxyl-
groepen van pectine-galacturonaan voor calcium. De rol van calcium bij het
onoploshaar houden van pectine-galacturconaan werd nog bevestigd in enkele
kookproeven met complexe mengsels van aardappelbestanddelen, waarvan de
chemische samenstelling die van laag en hoog s.g. weefsel benaderde.

In hoofdstuk 6 worden modelstudies beschreven over de intercellulaire
cohesie van gekookt aardappelweefsel. Hierbij werden dezelfde dode en gedeel-
telijk uitgeloogde weefselschijfjes gebruikt als voor de enzymatische mace-
ratie. Deze werden gekookt in een buffer van pH 6.5 en het verlies van inter-
cellulaire cohesie werd weer turbidimetrisch gemeten. Voor het eerst wordt
mededeling gedaan van het aantonen van B-eliminatieve afbraak van pectine-
~galacturonaan bij het koken van een plantaardig weefsel door een specifieke
kleurreaktie met perjodaat-thiobarbituurzuur. Hoewel het oplosbaar worden
van pectine-galacturonaan bij beide s.g. fracties weer gelijkvormig verliep,
verloor het weefsel van hoog s.g. de intercellulaire cohesie het snelst.
Experimenten waarin calcium en kaljum ionen toegevoegd en/of verwijderd
werden toonden duidelijk aan dat calcium ionen, in het weefsel aanwezig of
van buitenaf toegevoegd, de pectinegel in de celwand en middenlamel stabi-
‘lizeren en beschermen tegen verlies van zijn samenbindende functie, zelfs
indien pectine sterk afgebroken is tijdens koken. Het versterkende effect
van calcium op de intercellulaire cohesie verdween bij de verestering van
de carboxylgroepen van pectine-galacturonaan en nam aanzienlijk toe bij
volledige enzymatische verzeping.

Een wijd scala van chemische analyses, maar ook &&n bepaling van enzym-
activiteit, werd in hoofdstuk 7 toegepast op socortelijk gewichtsfracties uit
begrensde populaties waarin het bekende verband tussen scortelijk gewicht,
ofwel zetmeelgehalte, en intercellulaire cohesie bestond. De gezamenlijke
gegevens werden onderworpen aan een parametervrije trend test. Het bleek dat
met stijgend s.g. niet alleen zetmeel significant toenam maar ock citraat,
fosfor, kalium, magnesium en de pH. Pectine-galacturonaan, voor 50-60%
veresterd, nam minder duidelijk toe. Malaat, calcium, PE activiteit en de
intercellulaire cohesie namen af. De neutralizatie van niet-veresterde
carboxylgroepen van pectine-galacturonaan in geisoleerde celwanden nam ook
af en bleef onder de 50% (verhouding Ca®*/C00~ < 0,5). Uit deze resultaten
en die van een rooitijden experiment kwam de conclusie naar voren dat het
groeistadium en de mate van rijpheid bepalend zijn veor het niveau van zowel
zetmeel- als niet zetmeelbestanddelen. Bimnen begrensde populaties betekent
dit dat de eerder genoemde relatie zetmeel-intercellulaire cohesie vervangen



wordt door een meer causaal verband tussen intercellulaire cchesie en chemische
bestanddelen die met het pectine-galacturonaan reageren (hoofdstuk 5 en 6).

De enorme invioed van de pH, in het bijzonder in het natuurlijke pH-gebied

van de aardappel, 5,5-6,5, werd duidelijk aangetoond.

Enkele effecten van bewaring en bemesting op de chemische samenstelling
en de intercellulaire cohesie van aardappelknollen werden onderzocht. Bij
bewaring bij 6°C nam de intercellulaire cohesie samen met de PE activiteit
af. Veranderingen in organische zuren liepen parallel met een stijging van de
pH. Stikstofbemesting stimuleerde de synthese van organische zuren en de PE
activiteit, terwijl de intercellulaire cohesie toenam. Fosfaatbemesting
onderdrukte de citraatsynthese en dientengevolge de celseparatie bij koken.
Om de veranderingen in intercellulaire cohesie tijdens verhitten van aard-
appelimollen te verklaren, wordt bijzondere aandacht besteed aan de 'zetmeel
zwellingsdruk' hypothese van in oorsprong Atwater en’de 'thermische expansie-
druk' hypothese van Hoff.

Uit Bintje aardappelen, steeds gebruikt in dit werk, werd pectine-
-esterase geéxtraheerd. Het enzym werd gezuiverd deor ammoniumsulfaatpreci-
pitatie en gedeeltelijk gekarakteriseerd (hoofdstuk 8). Door een pH-optimm
bij pH 8-8,5 en een temperatuuroptimm bij 55°C 1ijkt het aardappel PE op PE
uit andere hogere planten. De activeringsenergie bleek 5700 cal/mol te bedra-
gen. Met als parameters de temperatuur, de verhittingstijd en de oppervlakte
van het aardappelweefsel werden v66rverhittingsexperimenten uitgevoerd. PE
activering werd gemeten door veranderingen in de veresteringsgraad en trad
alleen op bij 55 en 60°C, maar binnen 6&n wur niet bij 50°C of bij 75°C waar
PE reeds geinactiveerd wordt. Bij v66rverhitting van hele, ongeschilde knollen
op 55°C en langer dan &n uur nam de intercellulaire cohesie sterk toe.
Buiten het temperatuurgebied waar PE geactiveerd wordt, nam de intercellulaire
cohesie ook toe wanneer geschilde weefselstukjes van verschillende afmetingen
v6brverhit werden. De mate van toename hing af van de reeds gencemde para-
meters en werd veroorzaakt door het uitlogen van ionen. Het uitlogen werd
kwantitatief vervolgd door het meten van de specifieke geleidbaarheid en door
chemische analyse van het weefsel (kalium, calcium en citraat).
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Symbols and abbreviations

A = absorbance, cm~!

AIS = alcchol-insoluble solids

ATP = adenosine triphosphate

€oo™ . = non-esterified carboxylate anions of pectic galacturonan
DE = degree of esterification

DEAE = diethylamincethyl

DMSO = dimethylsulphoxide

Dr = degree of polymerization

E, : = gctivation energy per mole; cal or J

EDTA = gthylenediaminetetraacetate

HMP = hexametaphosphate

HS = high specific gravity

K ' = Michaelis constant, mol dm~3

katal = unit of enzymic activity

1MPL = low-methoxyl pectin lyase

LS = low specific gravity

Miltavi test = Milner-Avigad reducing hexuronic acid test

NADP (H) = nicotinamide-adenine-dinucleotide phosphate (reduced)
PAL = pectate lyase

PE = pectinesterase

PG = polygalacturonase

pipes = piperazine-NN'-bis-2-ethanesulfonic acid

PL = pectin lyase

R = gas constant per mole and per degree; 1.98 cal or 8.29 J

Relative Asgso = periodate-TBA'A552 x 10% per unit of percentage solubilized

pectic galacturonan

RW = retained weight, g (after boiling in RWCS test)
RWCS test = retained weight cell separation test
s = standard deviation
s or . . . 7
Sp- gr. = specific gravity = relative density d,

T = absolute temperature, K



Tio00 = measure of intercellular cohesion at cooking, min (RWCS test)
TBA = thiobarbituric acid

TCS test = turbidity cell separation test

Tris = Z-amino-2-hydroxymethylpropane-1,3-diol

v = maximum reaction rate at infinite substrate concentration
v, = initial reaction rate

€ = molar extinction coefficient, mol~ldm3cm™!

K = specific conductance, mS cm~!

Keorr. = specific conductance corrected for alkali addition in

preheating medium, mS !






