Vplyv rychlosti zmrazovania na enzymaticki oxiddciu
kyseliny I-askorbovej

B. KRKOSKOVA, 8. SULC

Pri zmrazovani, a najmi podas mraziarenského skladovania, nastdvaju v mra-
zenych produktoch fyzikdlne a chemické zmeny. Tieto zmeny su podmienené
najmi poklesom teploty a vymrzanim wvody za tvorby ladovych krystalov. Na
zatiatku zamrfzania d¢asto nastavaju aktivacie enzymatickych systémov, ktors
nie su podmienené poklesom teploty, ale tvorbou krystalov. Na kvalitu mra-
zeného produktu, najmd na jeho fyzikdlne zmeny, ma nozhodujuci vplyv
rychlost zmrazovania. Mikroskopické pozorovania rezov tkamiva ukazuju, ze
nielen velkost krys$tdlov, ale aj sposob tviorby krys$tdlov je silne zavisly od
rychlosti zmrazovania. Pri rychlom zmrazovani sa tvoria krystaly rovnomerne
v medzibuneénom priestore i v bunkéch tkaniva. Pri pomalom zmrazovan{
naproti tomu zamrza voda najmi v medzibunetnom priestore. Diftziou vody
z buniek a narastanim objemu vody pri zmrazeni zvidéSuje sa medzibuneény
priestor, zatial ¢o bunky sa zvrasfuju a deformuju. Tento vplyv sa pri réznych
produktoch prejavi v roéznej miere (1). V désledku zvaéSovania objemu vody
pri zmrazovani existuje hornd hranica pre rychlost zmrazovania, pri ktorej
veImi rychle zmrazena povrchova vrstva nasledkom zviéSenia vnutorného
objemu praskne. Hlavnou prié¢inou zmien bunec¢nej Struktury je zmena cyto-
plazmy sposobend odnatim vody tvorbou Tadu. Koncentrovany zvy$ok roztoku.
najmi v nom obsiahnuté soli, ovplyviiujii koloidné zlozky, takZze tieto stracaju
schopnost reabsorbovat po rozmrazeni vodu (2). Strata buneénych funkeii sz
pri jednotlivych druhoch produktov prejavuje rozlicne. Ovocie s pevnym
ochrannym tkanivom sa meni iba madlo; ovocie s velkym intracelularnym
priestorom, ako jablk4 a jahody, ktorych tkanivo sa osmotickym tlakom napne,
zostani po rozmrazeni uvofnené a miakké, zvrasfuju sa a stracaju znaéné
mnozstvo vody. Straty $favy znamenaji znacéni stratu nutritivnej hodnoty.
Odtecena stava obsahuje vedla mineralnych latok, najmi vitaminy a enzymy.

Straty vitaminov v zmrazenych potravinach sa prejavia najmi ako straty
vitaminu C, preto je tuchova kyseliny l-askorbove] jednym z kritérii akosti.
Kontrolné objektivne testy ma sledovanie kvality mrazenych vyrobkov zahr-
nuju vzdy, ako jedno z délezitych kritérii stanovenia obsahu kyseliny l-askor-
bovej a jej derivatov (3, 4). Straty vitaminu C podas zmrazovania a mrazia-
renského skladovania st pri réznych produktoch velmi rozli¢né a sa predme-
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tom rozsiahleho $tudia. Kyselina l-askorbova podlieha oxidativnemu odburaniu
principidlne dvoma cestami:

1. Autooxidaciou a oxidaciou katalyzovanou tazkymi kovmi. Pri tomto druhu
oxidacie hra délezitu alohu pH reakéného prostredia. Cistd autooxidacia sa
za¢ina v neutralnom prostredi a zrychluje sa v alkalickej oblasti. Oxidacia
katalyzovand CUT* i6onmi naproti tomu dominuje v kyslom a neutrdlnom
prostredi.

2. Oxidaciou enzymatickcu. Kyselinu l-askorbovi oxiduje cely rad oxidaz,
ktoré obsahuju ako kofermenty, med (askorbaza, fenolazy), alebo zZelezo (peroxi-
daza, cytochrémoxidaza). Z tychto enzymov iba askorbdza priamo aerébne
oxiduje kyselinu l-askorbovu, wostatné enzymy udinkuju nepriamo, len spro-
stredkuju transport elektréonov medzi oxidaziou a kyselinou l-askorbovou.
V protiklade k oxidacii katalyzovanej tazkymi kovmi, pri ktorej vznikd inter-
medidrme HyO9, pri enzymatickej oxidacii rezultuje namiesto HyOy voda (5).
Reakény mechanizmus enzymatickej oxidacie v pripade enzymu peroxidazy
je nasledovny: Akceptorom vodika je H9Os pritomny v bunke alebo v reaké-
nom prostredi. Studium kinetiky peroxidazovej reakcie ukazalo, Ze tato reakeia
prebieha cez {vorbu ternarneho komplexu: enzym — akceptor — donator (6).

V naSej vyskumnej praci sme venovali velkd pozornost $tudiu enzymatickej
oxidacie kyseliny I-askorbovej v pritomnosti peroxidaz. Tuto reakciu sme
podriobne §tudovali z hladiska vplyvu koncentricie peroxidu vodika, rdznej
aktivity enzymu. ako aj roznej teploty. Prestudovali sme rozsah teplét od
+5°C po —30°C (7). Dalej sme sledovali vplyv sacharézy v roznej koncentracii
na enzymaticku oxidaciu kyseliny Il-askorbovej pri teplote —18 °C (8).

V predkladanej praci sa zaoberdme sledovanim priebehu enzymatickej oxi-
déacie kyseliny l-askorbovej v modelovych systémoch, zmrazenych réznou rych-
lostou, pocas skladovania pri teplcte —18 °C.

Usporiadanie pokusov

Modelové systémy sme pripravili rovnakym spdsobom a v rovnakom rozsahu
koncentracii reagujucich latok, ako sme popisali v predchadzajicej praci (9).
Ako reakéné prostredie sme pouzili zmes metylalkoholu a vody v pomere 1 :1.
Jednotlivé zloZky reakénej zmesi sme mnaddvkovali do PVC tub a dokonale
premieSali. Zmrazovali sme v dusikovom kupeli, resp. v kipeli pripravenom
z pevného COy v etylalkohole s presne nastavenou teplotou —40°C a —60 °C.
Vzorky sme po zmrazeni skladovali pri teplote —18 °C pocas 9 mesiacov. Hned
po zmrazeni a poc¢as skladovania v pravidelnych intervaloch sme odoberali
vzorky a obsah kyseliny l-askorbovej sme stanovili chromatograficky (10).

Vysledky pokusov a diskusia

V tabulkach 1-3 su vysledky stanoveni obsahu kyseliny l-askorbovej vo
vzorkach zmrazenych réznou rychlosfiou pocdas skladovania pri —18 °C.

V tabulkach 4 a 5 su vypocitané rychlostné konstanty za réznych podmie-
nok reakcie.

Vplyv rychlosti zmrazovania na dchovu kyseliny Il-askorbovej sa bezpro-
siredne po zmrazeni neprejavil. Pri ziadnej zo sledovanych teplét sme podas
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Tabulka 1

TL6T-6/X NILATING
(A

Koneentracia - Po Dni Mesiace
Aktivita = =
H.0, Y Hned zmra- . .
Mol/liter petpItitag zeni l |
/ } 1 3 5 | 12 ‘ B 1|15 2| 8 |6 9
B - | B ]
1 100 ‘ 100 31,6 25| o0 | ‘ ‘ | ‘
0,1 (19.10) 100 | 988 | 733| 550 | 366 21,7| 54| 0
] |
0,001 100 100 100 80,8 68,3‘ 62,5 60,8| 59,5 | 57,0 | 52,4 | 49,1 | 40,0 | 175 | 5,0
0,0001 100 100 82,5 798| 741 | 720 | 708 | 685 662 | 64,1 | 61,6‘ 58,0 | 54,0
1 100 95,0 63,3‘ 333 60/ 0 | |
0,1 (38.10% | 100 96,6 | 76,6 71,0 625| 480 241 55| 0 |
0,01 200 100 991 | 83,0 766 683 650 636| 60,0 572 535 | 46,6 | 358 | 250
| |
0,0001 100 98,3 | 850 | 81,6 | 750 738 725 'ro,o| 69,1 | 68,3 | 62,5 | 580 | 553
|
— | —— —= | 2
1 100 96,0 | 632 431 | 185| 36| 0 ‘ ‘
0,1 | (15.10% 1 100 98,0 ‘ 78,0 | 73,3 | 66,5 623| 58,0 | 47,0 | 335 250 | 124 | 0
0,01 400 100 100 | 35,0| 790 724 703 69,0‘ 67,5| 61,8 57,8 | 496 33,0 | 26,6
| |
0,0001 ' 100 964 @ 890 868 850 80,7| 796 | 762 748 | 732 668 628 60,0
: L ! . | ‘ - | I | _ S _| —
1 | 100 | 980 | 685 540 350! 238 174 0
| |
0,1 (150.1072) 100 | 100 82,2 768 67,9 645 61,0 | 556 | 525 50,0 | 458 | 37,7 184
|
0,01 800 100 100 848 | 814 | 773 | 736 L1 68,2 | 651 | 59,4 | 545 | 46,0 42,0
| |
0,0001 100 100 90,1 | 88,0 86,6 | 79,3 ‘ 798 | 77,8 | 76,0 | 747 | 68,0i 65,0" 61,1
| | | | |




TL6T-§/X NILITING

€3e

Kcnﬁfgzécia Akti‘{it? Hned zrﬁt(')a- o
Mol?liter pere ey || zeni 1 3 6
1 ‘ 100 100 | 383 75| 0
0,1 (19.10% 100 96,6 | 71,6 | 60,8 | 56,0
0,01 100 100 975 | 783 | 66,6 | 10,5
0,0001 100 100 | 98| 833 766
i 2 2 Tl N _|
1 100 96,6 | 50,0 | 433 | 25,0
0,1 (38.10) 100 958 | 78,3 633 | 61,0
0,01 200 100 991 | 80,0 69,1 65,0
0,0001 100 98,3 | 938 86,6 | 825
1 100 00 | 715 es0f 472
0,1 (75.10) 100 97,5 | 82,4 | 75| 71,0
0,01 400 | 100 100 | 828 86| 748
0,0001 | 100 100 | 891 868 827
1 100 100 | 741| 55,0 491
01 (150.10%) | 100 100 | 81,6| 75,9| 720
0,01 800 100 97,1 | 883 850 813
0,0001 100 100 | 933 859 862

48,5
58,3
75,5

57,5
62,3
79,2

30,8
63,2
70,0
30,0

35,5
65,3
74,5
80,0

Tabulka 2

Mesiace
18 1 ‘ 15 | 2 | 3 | 6 ‘ 9
31,6 | 18,6 ‘ 0 ! ‘ ‘
558 525 48,3 44,6 i 36,6 23,3 | 128
74,4 | 725 | T0,0 | 68,1 | 656 | 59,1 !| 53,0
L B L | B |__ i
' RE
542 | 466 380 ‘ 198 | 25 ‘ 0 | |
61,5 60,0 | 60,0 550 ‘ 52,0 40,0 | 31,6
T3 T3 08 691 OT3 633 | 55,0 |
- — T -
20,0 0 ! | |
58,5 | 49,8 | 383 | 263 133 50| 0
650 | 62,5 594 | 363 550 | 408 350
78| 32 723 700 663 ‘ 65,4 J 60,0 |
== = |
233 | 195| 66 0 ‘
58,3 | 57,5 : 50,5 466 404 246 10,6
67,5 | 655 630 605 558 495 423
745 | 737|687 682 615 655 640
| ! |
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Tabullka 4

Aktivita Koncentracia H,0,
peroxidiz Mol/

100 BT
200 1,61 |
! —10 —— 0,01 M R —
| 400 | 1.78
200 1.16 ;
100 2.5 |
200 ' 1,16 :
—B60 ——— 0.01 M T ————y
400 1.05
| 800
== [ = == S
| 100 4,55
- .
‘ 200 !
dusikom — 001 M = —
400 1,16
500 0,83

rmrazovania nezistili

Lny l-askorbovej, Je to vysvetlené kratkym
nizkou teplotou, Pri zmrazovani v kupeli CO,
v alkohole, s teplotami —40 a —60 °C sa dosahuju efektivne zmrazovacie rvch-
losti 1-2 em/hed., ¢o predstavuje za podmienok pokusu zmrazovaci ¢as okolo
5 minut, Efekiivna rychlost zmrazovania sa pri zmrazovani v kvapalnom
dusiku este 10-nasobne zvysi.

Zaujimavym sposobom sa prejavil vplyv rychlosti zmrazovania pocas sklado-
vania pri —18°C. V tabulke 4 st rychlostne konstanty enzymatickej oxidacie
po zmrazeni réoznou rychlostou v zavislosti od aktivity peroxidaz, Koncentricia
HaOy je 001 M, ¢o je ekvimolarna koncentracia s koncentraciou kyseliny
l-askorbovej na zacdiatku pokusu. Rychlostné konstanly sa vyrazne lisia pn
vysokyeh aktivitach (100 a 200), kym pri nizkyeh aktivitdch (400 a 800) su
len malo rozliSene. K. zaujimavym cislam dospejeme, ak si vyéislime vzrast
‘chlostnej kondtanty so stupajucou aktivitou peroxiddz. Ak si rychlostni
konstantu pri aktivile peroxidaz 800 zvolime za jednotku, potom pri teplete
zmrazovania —40 °C stGpne rychlestna konstanta pri aktivite 200 1.4-krat a pri
aktivite 100 2.8-krat. Pri teplote zmrazovania —60°C je tento vzrast takmer
rovnaky, pri aktivite 200 1,4-krat a pri aktivite 100 3-krat.

Ori zmrazovani v kvapalnom dusiku je zvacsenie rychlostnveh konstant
2-nasobné, pri aktivite 200 — 3.2-krat a pri aktivite 100 — 5.5-krat, Tentio
vivsledok je v suhlase so zistenim inych autorov (1), Ze pri zmrazovani za

trvanim, zmrazovania a welmi
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Tabulka 5

errll;‘zgl(;::gnia Aktivita Koncentracia HyO, iﬁ;ggﬁ;é
7 s peroxidaz Mol/liter k. 10-3/den
1 516
100 0,01 3,27
0,0001 0,5
—40 — B I 1
1 | 20,5
800 0,01 | 1,16
| 0.0001 0,48
L 376
100 0.01 25
i —ir -
| 0,0001 | 0.6
—60 I -
1 | 16,3
800 0,01 _ 0,83
! 0,0001 0,33
| 1 216
100 . 0.01 4,55
IS _ . . =l
I | 0,0001 0,58
dusikom = = == = = =
| 1 i 8,75
| 800 0,01 i 0,83
‘ | 0,0001 | 0,38

extrémne nizkych teplot, teda aj v kvapalnom dusiku, mastavaju aktivacie
enzymatickych systémov. Tento zaujimavy vysledok nis vedie k tomu, Ze bu-
.deme sledoviat pripadné zvySenie aktivity oxidativnych enzymov pri zmrazo-
wvani roznych druhov ovocia a zeleniny v kvapalnom dusiku.

V tabulke 5 su rychlostné konstanty enzymatickej oxidacie pri aktivite
-peroxiddz 100 a 800 v zavislosti od koncentricie HyOy. Tato zavislost je opit
vyrazna pri vysokej aktivite peroxidaz. Pri aktivite peroxidaz 800, ak za zdklad
porovnania vezmeme koncentraciu HsOy 0,01 M, stupne reakéna rychlost pri
koncentracii HyOy 1 M a teplotdch zmrazovania —40°C a —60°C cca 20-krat
A pri zmrazovani dusikom 10-krat. Pri vSetkych teplotdch zmrazovania klesne
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1 koncentracii HoO. 00001 M reakéna vychlo 1 na polovicw. Pri
/ xiddz 100 sa zvviena konceniracia 'i;f‘ 1 veln
reakcie stUpne pri koncentracii 1 168-masobmne.
koncentracii peroxidu vodika sa zvysend al«n\,na peroxi 3
palnom dusiku neprejavila. Pri koncentr: peroxidu
ivehlostiné komStanty pri vietkych teplotach zmrazovania

S

(o

Sledovall sme vplyv zmrazovania na enzymatickd oxidaci
liny l-askorbovej v modelovych svstémoch. Pri Ziadnej zo sledovanye
sme nezistili stratu kyseliny l-askos zimmrazovania., Pri sk
pri —18 °C sa vplvv rychlosti zmrazo . Pri ekvimolarnej kot
tracii HoOy a kyseliny l-askorbove) vraznd aktivacia peroxiddz
zmrazovanim v kvapalnom dusikuo. kioncent 1a“‘éch reagujacich
zloziek ¢ klesajucou teplofon zmr: i ostna konstanta
reakci
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Influence of freezing rate on enzymatic oxidation of /-ascorbic acid
Summary

The influence of freezing rate on enzymalic oxidation of I-ascorbic acid in
model systems was studied. The loss of l-ascorbic acid during freezing was deter-
mined in none of studied temperatures. In storing at —18°C the influence of
freezing rate became evident. At equimolar concentration of HyO, and l-ascorbic
acid the outstanding activation of peroxidases appeared at the freezing in liquid
nitrogen. In other concentration of responding components with lowering tempera-
ture of freezing also the rate constant of the reaction was lowered.
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