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Potravindrske vyuZitie glukézaoxidazy a kataldzy
z Aspergillus niger

STREDANSKY MIROSLAV - CIFERSKA GABRIELA - STURDIK ERNEST —
ROSENBERG MICHAL -~ KOVAC JOZEF - KREMNICKY LURCMIR -
VAVREK ROBERT

Suhrn. Preparaty glukézaoxiddzy a kataldzy ziskané etanolovou precipitdciou extrak-
tu mycélia Aspergillus niger po glukénovej fermentécii sa testovali na nicktoré potravindr-
ske tdely. Sledoval sa vplyv aktivity glukézaoxiddzy na rychlost desacharizicie vaje¢ného
bielka. Vysokéa koncentracia kyslika sa udrziavala priddvanim peroxidu vodika. Dalej sa
sledovala rychlost odstranenia kyslika z vina a dztisu v zavislosti od aktivity glukézaoxida-
7y. Prepariét kataldzy sa testoval vzhladom na schopnost odstrafiovat peroxid vodika po
chemickom odsireni zahusteného hroznového mustu. Skimal sa vplyv teploty, aktivity ka-
taldzy a poé¢iato¢nej koncentracie H,O, na priebeh procesu. Preparaty glukézaoxidazy
a kataldzy boli vhodné pre vietky vyskusané aplikacie.

Enzymové preparaty nachddzaji ¢oraz SirSie uplatnenie v potraviniarskom
priemysle. V tejto oblasti sa pouziva niekolko desiatok enzymov [1, 2]. Medzi
ne patria aj glukézaoxiddza a kataldza, ktoré sa izoluju z rznych mikrobial-
nych zdrojov [3].

Glukézaoxidaza (EC 1.1.3.4) katalyzuje reakciu:

B-D-glukéza + O, + H,0 — §-D-glukénolaktén + H,O,

Glukénolaktén sa vo vodnom prostredi hydrolyzuje na kyselinu glukénovi.
Glukézaoxiddzu mozno teda pouZit na odstraiovania glukézy alebo kyslika
a na produkciu 8-glukénolakténu, kyseliny glukénovej alebo peroxidu vodi-
ka. Zndma je desacharizcia vajeénych bielkov ako prevencia Maillardovych
reakeii prebiehajtcih v procese ich susenia [4, 5]. V ndpojovom priemysle sa
glukézaoxiddza v kombindcii s kataldzou pouziva na odstrdnenie kyslika, aby
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sa eliminoval jeho nepriaznivy vplyv na hotové napoje, napr. pivo, vino,
ovocné $tavy [6, 7]. Schopnost odstranovat kyslik sa vyuZiva aj pri ochrane
sfarbenia misa a ryb [8, 12], konzervacii tukov [9, 10] a ochrane susenych po-
travin [11]. Glukézaoxiddza sa aplikovala aj na znizovanie koncentricie glu-
kézy v glukézafruktozovych sirupoch [13], v mliekdrenstve na kysli koagula-
ciu a predizenie trvanlivosti mlieka [14, 15] a pri vyrobe 3-glukénolakténu
a kyseliny glukénovej [16].
Kataldza (EC 1.11.1.6) katalyzuje reakciu:

2H,0,—> 2H,0 + O,

Jej zdrojmi okrem mikroorganizmov st pecei a erytrocyty cicavcov. Vyuziva
sa v mliekarenstve pri studenej pasterizacii mlieka uréeného na vyrobu syrov,
na odstranenie prebyto¢ného peroxidu vodika. Podobné vyuZitie by mohla
najst pri odstraiovani prebyto¢ného peroxidu vodika po chemickom odsireni
mustov [17], pretoZe tento svojimi vedlaj$imi i¢inkami nardsa organoleptické
vlastnosti a nevyhovuje z hladiska hygieny.

Tato praca sa zameriava na skiimanie vyuZitia preparatov glukézaoxidazy
a katalazy, sposob pripravy ktorych sa opisuje v predchadzajticej praci [18],
na desacharizaciu vaje¢nych bielkov, odstraniovanie kyslika (deoxygenaciu)
vina a jahodového dzisu (3tavy) a odstrafiovanie prebyto¢ného peroxidu vo-
dika po chemickom odsireni mustov.

<

Material a metédy

Desacharizécia vaje¢nych bielkov sa robila v otvorenej nddobe s mieSadlom
pri 25 °C s pouzitim 200 ml zhomogenizovanej hmoty vaje¢nych bielkov.
Hodnota pH tejto hmoty sa vopred upravila na 7,5 zriedenou kyselinou chlo-
rovodikovou. Ako zdroj kyslika sme pouzili 3 % H,O,, ktory sa kataldzou
pritomnou v preparate rozkladal na kyslik a vodu. Koncentréciu kyslika me-
rand nepretrzite kyslikovou elektrédou sme udrzovali na 40-50 % nasyteni
(0,032-0,040 mol . I'"). Kazdych 30 min sme odobrali vzorky a stanovili glu-
kézu (BIO-LA-TEST Oxochrom glukdza) po precipitdcii proteinov kyselinou
trichlérooctovou a ich odcentrifugovani.

Deoxygendcia ndpojov. Sledovali sme tbytok kyslika zo vzorky vina a jaho-
dového dzusu po pridavku glukézaoxidazy. Koncentracia kyslika sa merala
Clarkovou kyslikovou elektrédou na Oxygrafe K-ICC (Gilson). Proces pre-
biehal v uzavretej temperovanej nadobke objemu 1,75 ml za stdleho miesania
pri teplote 25 °C. Ubytok kyslika sa zaznamenaval graficky na zapisovaci.

Odsirenie zahusteného hroznového mustu. Experimety sa robili v otvorene;]
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nadobe s magnetickym mieSadlom. Volny oxid siri¢ity a peroxid vodika sa
stanovovali jodometricky. Stanovili sme obsah voIného SO, v muste a pridali
ekvimoldrne mnozstvo 3 % H,O,. Po zreagovani sme nechali must stit 30
min, aby sa z viazanej formy uvolnil SO, do volnej formy a ustalila sa nova
rovnovaha. Stanovili sme volny SO, a pridali vypocitané nadbyto¢né mnoz-
stvo H,0,. Po niekolkych minuatach sme pridali katalazu a v 5-min intervaloch
stanovovali nezreagovany H,0,.

Stanovenie aktivity glukozaoxiddzy. Peroxid vodika vznikajuci v reakcii
oxidacie glukozy glukézaoxidazou sa prenasa peroxidazou na chromogén
o-dianizidin, ktory sa sfarbuje umerne vytvorenému peroxidu. K 2,6 ml
0,1 mol . I"! fosfatového timivého roztoku pH 6,0) sme napipetovali 0,05 ml
peroxidazy (1 pkat . ml™") a 0,3 ml roztoku glukoézy. Pridanim 0,05 ml prislus-
ne zriedenej vzorky glukozaoxidazy sa zacala reakcia. V 30-s intervaloch sme
od¢itali absorbanciu na spektrofotometri Specol 11 (Carl Zeiss, Jena) pri
460 nm. Na vypocet sa brali rozdiely absorbancii v 2. a 4. min.

Stanovenie aktivity kataldzy. Spektrofotometricky sme sledovali abytok pe-
roxidu vodika po pridani kataldzy. K 1 ml roztoku obsahujiceho H,O,
(0.3 ml 30 % H,0, v 50 ml 0,05 mol . I! fosfatového timivého roztoku pH 7.0)
sme pridali 2 ml prlslusne zriedenej vzorky katalazy. V 10-s intervaloch (od 10
do 70 s) sme zaznamenavali absorbanciu v UV oblasti pri 240 nm na spektro-
fotometri Specord M 40 (Carl Zeiss, Jena).

Materialy. Glukdzaoxidaza a kataldza sa ziskali etanolovou precipitdciou
extraktu mycélia A. niger po glukonovej fermentacii. Sposob pripravy uvadza
priaca Stredanského a kol. [8]. Peroxidaza a katalaza boh zo Sigmy (USA)
a vietky ostatné pouzité chemikdlie z Lachemy (Brno).

Vysledky a diskusia

Desacharizdcia vajecnych bielkov. Proces desacharizacie mozu ovplyviiovat
viaceré parametre, medzi ktoré patri aktivita glukdzaoxidazy, koncentracia
kyslika, teplota a pH. Vplyv teploty je pomerne slaby, podobne vplyv pH
v neutralnej oblasti [4, 19]. Preto sa experimenty robili v takych podmienkach
(laboratorna teplota, pH 7.5), ktoré sa daju lahko dosiahnut aj v priemysel-
nom meradle. Vyrazny vplyv na rychlost ibytku glukézy ma koncentrdcia
kyslika. Tento problém sa riesi tak, ze vysokd hladina kyslika sa udrziava pri-
davanim peroxidu vodika a kataldzy [19]. V naSom pripade sa koncentracia
kyslika udrziavala na 40-50 % nasyteni. V experimentoch sa zistilo, ze tato
koncentracia je dostato¢na a jej zvySovanie uz nema vplyv na rychlost desa-
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charizdcie. Ani osobitné pridavanie kataldzy nebolo potrebné, pretoZe nas
preparédt glukézaoxiddzy [ 18] ma vysoku kataldzovi aktivitu (81,2 pkat . mi-1).
Vidcsina experimentov sa preto zameriavala na sledovanie vplyvu aktivity glu-
kézaoxidazy. Vysledky tychto experimentov zndzoriiuje obrdzok 1. Z vysled-
kov vidiet, ze pri aktivite enzymu 3,33 pkat . ml™! bol desacharizaény proces
ukonéeny za necelych 10 h. ZvySenim aktivity enzymu na 5,50 a 8,33 nkat . !
sa tento proces skratil na 7, resp. 4 h. Urychlenie desacharizdcie mdZze mat
vplyv na ekonomiku procesu - klesaji prevadzkové naklady, ale stdpaju
naklady na enzym. Prepardt glukézaoxiddzy a katalazy aktivity 7,12 pkat . I},
resp. 81,2 pkat . I'! ziskany etanolovou precipitdciou extraktu mycélia As-
pergilus niger po glukénovej fermentacii [18] je vhodny na desacharizdciu
a v mnozstve 0,49 ml odst-dni glukdzu z 1 kg vajeénych bielkov za 10 h.
Deoxygendcia vina a jahodového dZusu. Odstraniovanie kyslika z napojov
sa robi kvoli zvySeniu ich stability a stdlosti farby. Nevyhnutnou podmienkou
tohto postupu je pritomnost glukézy v napoji, preto sa na experimenty pouzili
vino a jahodovy dzis. Vzhladom na to, Ze teplota ma maly vplyv na rychlost
deoxygendcie, prakticky jedinym parametrom, ktory ju ovplyviiuje, je aktivita
enzymu. Rychlost ibytku kyslika z uzavretej vzorky vina v zavislosti od aktivi-
ty glukézaoxiddzy zndzornuje obrazok 2. Z vysledkov vidiet, Ze koncentracia
kyslika klesala linedrne s Casom pri vietkych siedovanych aktivitach enzymu do
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Obr. 1. Rychlost spotreby glukézy vo vzorke vajecného bielka v zdvislosti od aktivity glukdzaoxi-
dazy. Experimenty prebiehali pri 25 °C. hladina kyslika sa udrziavala na 40-50 % nasyteni. po-
¢iatoéné pH 7.5. Aktivity glukézaoxiddzy boli 3,33 (1). 5.5¢ (2) a 8,33 (3) nkat . mI™" . ¢ glu - kon-
centrdcia glukdzy.
Fig. 1. The rate of glucgse consumption in an egg withe sample in dependence on the gluccsoxida-
se activity. The experiments were run at 25 °C, oxygen level was maintained at 40-50 % saturati-
on. inital pH 7.5. Glucose oxidase activities were 3.33 (1). 5.50 (2) and 8.33 (3) ncat mi~t. cglu-
concentration of glucose.
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90 % tbytku rozpusteného kyslika. Pri aktivite enzgmu 2,03 nkat . ml™!, ¢o je
0,28 ml preparétu ziskaného etanolovou precipitaciou aktivity 7,12 pkat . ml!
na 11 vina, kyslik sa dplne spotreboval za 20 minat. Rychlost ubytku kyslika
z uzavretej vzorky jahodového dzusu v zavislosti od aktivity glukézaoxidéazy
znazoriiuje obrazok 3. Z vysledkov vidiet, e aktivita glukézaoxiddzy hodnoty
vyssej ako 2,92 nkat . ml™! uz malo vplyvala na rychlost spotreby kyslika. Pri
tejto aktivite enzymu sa 50 % kyslika spotrebovalo pocas 50 s a 90 % kyslika
pocas 5 minit. Pri aktivite enzymu 0,73 nkat . ml™! sa 90 % rozpusteného
kyslika spotrebovalo po¢as 13,5 mindty. Pri priemyselnom pouZiti tohto spo-
sobu deoxygendcie napojov by stadila aj ovela nizsia aktivita enzymu, pretoze
glukézaoxiddza v vzavretej nddobe s napojom moze posobit podstatne dihsi
Cas v priebehu skladovania. Pri nizkych pridavkoch enzymu je tieZ mélo prav-
depodobné, Ze by doslo k akymkolvek neZiadicim senzorickym zmenam n4-
poja.

Odsirenie zahusteného hroznového mustu. Chemicky spdsob odsirenia
mustu sa zakladd na pridavku peroxidu vodika do zasireného mustu. Ne-
dostatkom tejto metédy je to, Ze pridany peroxid moze menit organoleptické
vlastnosti, nezreagovany by mohol mat nepriaznivé ti¢inky na kvasny proces
a z hygienického hladiska je nepripustny. Tieto nedostatky sa daji minima-
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Obr. 2. Kinetiky spotreby kyslika po pridavku glukdzaoxidazy do vzorky vina v uzavretej nédobe
v zdvislosti od aktivity glukézaoxidazy. Spotreba kyslika sa merala kyslikovou Clarkovou elektré-
dou pri 25 °C. Celkovy objem vzorky bol 1,75 ml, aktivita glukdzaoxiddzy vo vzorke bola 2,03
(1), 2,85 (2). 4.07 (3). 10.17 (4) a 40,66 (5) nkat . ml-.
Fig. 2. Kinetics of oxygen consumption following addition of glucose oxidase to a wine sample in
a closed container in dependence on glucosoxidase activity. Oxygen consumption was measured
by Clarke electrode at 25 °C. Total sample volume 1.75 ml. glucose oxidase activities in the
samples were 2.03 (1), 2.85(2),4.07 (3). 10.17 (4) and 40.66 (5) nkat mI-!.
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Obr. 3. Kinetiky spotreby kyslika po pridavku glukézaoxidizy do vzorky jahodového dzisu v
uzavretej nadobe v zavislosti od aktivity glukézaoxidazy. Spotreba kyslika sa merala kyslikovou
Clarkovou elektrédou pri 25 °C. Celkovy objem vzorky bol 1.6 ml. Aktivita glukézaoxidazy vo
vzorke bola 0.73 (1). 1.46 (2),2.92 (3) a 7.29 (4) nkat . mI™",
Fig. 3. Kinetics of oxygen consumption following addition of glucose oxidase to a strawberry juice
sample in a closed container in dependence on the glucose oxidase activity. Oxygen consumption
measured by oxygen Clarke electrode at 25 °C. Total sample volume 1.6 ml. Glucose oxidase ac-
tivities in the samples were 0.73 (1), 1.46 (2).2.92(3) and 7.29 (4) nkat mlI~'.
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Obr. 4. Vplyv aktivity kataldzy na ubytok koncentracie peroxidu vodika z jeho vodného roztoku
pri teplote 25 °C. Vysledna aktivita enzymu bola 7.39 (). 14.76 (@). 22.14 (@) nkat . ml™".
Fig. 4. The influence of catalase activity on the concentration decrease of hydrogen peroxid from
its water solution at 25 °C. Resulting activity of the enzyme was 7.38 (). 14.76 (@). 22.14 (&)
nkat . ml™".
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lizovat pridanim kataldzy, ktora nezreagovany peroxid vodika rychlo rozkla-
d4 na kyslik a vodu. Preto sa testoval preparat katalazy ziskany etanolovou
precipitdciou extraktu mycélia Aspergillus niger.

Pred vlastnou aplikdciou kataldzy do mustu sa odskusal vplyv teploty a ak-
tivity katalazy na rychlost ubytku peroxidu vedika z jeho modelového rozto-
ku (H,O, vo fosfatovom tlmivom roztoku, pH 7.0). Vplyv teploty sme sledo-
vali v rozsahu 25-45 °C, pricom sme zistili, Ze velmi malo vplyva na rychlost
ubytku peroxidu. Proces bol najrychlejsi pri 25-30 °C, ¢o je z priemyselného
hladiska vyhodné. Vplyv aktivity kataldzy na rychlost ubytku peroxidu zna-
zornuje obrazok 4.

Potom sme sledovali vhodnost preparatu na odstranovanie prebytku H,O,
po chemickom odsireni zahusteného hroznového mustu. Podstata celého pro-
cesu je v tom, Ze k zasireniu mustu sa prida 3 % H,O, v mnozstve ekvivalent-
nom stanovenému volnému SO,. Po zreagovani sa ustdli nova rovnovaha
a Cast viazané¢ho SO, prejde do volnej formy. Potom sa prida nadbytok H,O,
do vyslednej koncentracie v rozmedzi 10-200 mg . I"!. Po zreagovani sa pre-
bytok H,O, odstranoval kataldazou. Sledovala sa rychlost rozkladu H,O, pri
jeho roznych nadbytoénych mnozstvéch. Vysledkv ukazali, ze vyhodnejsie je
pouzivat nizsie prebytky H,O, (do 40 mg . I'"), pretoze pri rovnakej aktivite
kataldzy prebehne proces podstatne rychlejsie (obr. 5). Peroxid vodika kon-
centracie 40 mg . 1! bol takmer uplne odstraneny za 50 min kataldzou aktivity
24,36 nkat . ml™!, ¢o predstavuje 0,3 ml prepardtu (aktivita 81.2 pkat . ml™")
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Obr. 5. Sledovanie r\’fchlosti ubytku peroxidu vodika v muste pri jeho poéiatoénej koncentracii
40 mg . I'" (12 mg . I'Y) po pridani Kataldzy s vyslednou aktivitou v roztoku 24.36 (0)ad0.6 (@)
nkat . ml™! pri teplote 25 °C.

Fig. 5. Following the rate of hydrogen peroxide decrease in the juice at its initial concentration of
40 mg I (12 mg 1) after the addition of catalase with resulting activity in the suspension 24.36
(©) and 40.6 (@) nkat ml! at 25 °C.
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na 1 I zahusteného mustu. Koncentrécia volného SO, po celej procediire bola
prakticky nulovd. Cely proces odsirenia sa uispe$ne vyskusal aj v polopre-
vadzkovom meradle v 100 I mustu. Takyto sposob odsirenia mustov sa ukazal
vhodny, ¢o sa tyka ucinnosti i zo senzorického a hygienického hladiska.
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IMuueBoe NCAOIB30BAKME FIIOKO30KCHIA3b1 ¥ KaTanasnl u3 Aspergillus niger
PezwomMme

IpenapaTbl IIIOKO30KCUAA3bl M KaTalIM3bl TMOJYYEHHbIE STAHOJOBLIM OCAKACHMEM
SKCTpaKTa Muuemsa Aspergillus niger ocse TIIOKOHOBOM epMeHTaLMHM ObLIM TPOBEPEHbI
17155 HeKOTOPBIX NMIIEBLIX Ieseft. ABTOPbI HabIrogam 3a BAMSHMEM aKTUBHOCTIH IJTIOKO-
30KCHIa3bl Ha CKOpOCTb ofeccaxapuBaumaA AMYHOTO OesKa. BBICOKYK KOHIIEHTPAIIIO




KIMCJIOPO/ia MOAePKUBATIO fobaBieHue epexyca Boaoposa. B naisileM aBToOPbI UCCIe0-
BaJM CKOPOCTH YCTPAHEHMA KUCJIOPOJAa U3 BUHA M COKAa B 3aBUCHMOCTM OT aKTHBHOCTU
rII0K030Keuaaset. [Ipernapat Karaaasbl 6LIT IIPOBePEH € TOUKM 3peHud criocofHoCTH yeTpa-
HeHMA Tiepekuca Bojoposa rocie  ofeccepMBaHMA  CTYLIEHHOTO  BUHOTPAZHOTO
cycna. VeenenoBanocs BIMAHME TEMIEPATYPbl, aKTUBHOCTY KaTasasbl ¥ UCKOIHOW KOH-
HEeHTPALMY [TepeKuca BOJOPOoia Ha TedeHMe rponecca. [IpenapaTs! NIIOKO30KCUAA3HI U Ka-
TaJIas3bl ABJIAOTCA IOAXONALLIMMM AJA BCEX ONPeAeNIEHHBIX TPUMEeHEeHUI,

Utilization of glucose oxidase and catalase from Aspergillus niger in food industry
Summary

Glucosoxidase and catalase preparation obtained by ethanolic precipitation of the extract from
Aspergillus niger mycelia after gluconic fermentation were tested for some food industry uses. The
influence of the glucose oxidase activity on the rate of egg white desaccharization has been inves-
tigated. High oxygen concentration has been maintained by adding hydrogen peroxide. Further,
the rate of oxygen removing from wine and juice in dependence on glucose oxidase activity has
been studied. The catalase preparation has been tested for the ability to remove hydrogen peroxi-
de following the chemical desulphuring of concentrated wine must. The influence of temperature,
catalase activity and initial H,0O, concentration on the process has been investigated. The glucose
oxidase and catalase preparations were suitable for all the applications tested.
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