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v termostate pri 30 "C 2-80 dni. Po uplynuti primeranej doby sme plechovku
otvorili, stanovili vlhkost a aktivitu enzymu.

Aktivitu lipoxidazy sme stanovili manometrickou met6dou Warburgovou
podla Si.illmanna (2). 5 mI reakirrej zmesi zloLenej z lanov6ho oleja (substr6tu)
zrieden6ho f,osf6tovlfm regul6torom pH 6,3, resp. redestil'ovanou vodou na taky
obsah vody, aky mal lyofilizovany prepar6t, ktor6ho aktivitu sme zisfovali
a 200 mg lyofilizovan6ho prepar6tu tvorili celkovjr obsah Warburgovej n6-
dobky. 200 mg lyofilizovan6ho preparritu a prisl. rnnoZstvo prakticky bezvo-
d6ho oleja '(L,62010 H2O) sme vniesli do hlavn6ho priestoru n6dobky, zmes
regul6tora a red. vody boli v bodnom ramienku. Po 15 min. vytemperovanf
na 30'C sme obsah bodndho ramienka preliali do hlavn6ho priestoru a pri
120 ot/min odditavali ridaje m'anometrov. Slep;i pokus mal analogick6 zloZenie,
miesto en-zymatick6ho prepar6tu obsahoval 200 mg redestilovanej vody.

Aktivitu lipoxid6zy a jej zmenu sme vyjadrili hodnotcu koeficientu reakdnej
rychlosti k : x/t (s presnosfou *? 0/o) k : koeficient reakdnej r;7chl,osti,
; - 1s1nil spotrebovan6ho vzdu5n6ho 02, t : das v min. Zmena aktivity
prejavuje sa zmenou hodnoty k.

Vjrsledky

V lyofilizovanyTch prepar6t,och ,sklad'ovanfch dlhSiu dobu stripa aktivita lip-
oxi.d5zy. Reverzibilne inhibova,ny emzym sa dasom reaktivuje. Reaktiv6cia
(rozdiel medzi aktivitou lipoxid6zy na zadiatku skladovania prepiar6tu a na
konci pokusu) zSvisi - 

pri inak konStantnych podmienkach richovy - nielen
od d,oby prechovdvania, ale i od aktivity enz;imu na zadiatku sklad.ovania.
eim je taktivita enzymu niZ5ia, tjrn je vySSi,a po uplynuti urditej doby
(napr. k : 0,034 pri vlhkosti 3,l20fs na zadiatku a k : 0,495 p'o 66 dioch;
k : 1,66 pri 31,25 % ffrO na zadiatku a k : 2,960 po 55 dnoch). Podiatodnf
aktivita lipoxid6zy z6visi vo velkej miere od vlhkosti prepar6tu. Hodn,ota
relativnej reaktiv6cie, diZe koll<,on6sobne sa zvdd5i podiatodn6 aktivita podas
skladovania, je z6vis16 od podiatodnej vlhkosti pirepar6tu.

Aktivita lipoxid6zy v z6visl,osti od doby skladovania - za konStatnej
vlhkosti a teploty speje k dosiahnutiu uriiteho maxima.

Z priebehu kriviek zn|zori'ujucich p6sobenie lipoxiddzy v pr,ostredi upra-
venom na rovnakf vlhkost rno1no ustidit, Ze doba skladovania nemd vplyv
na mechanizmus odbrirania substr6tu. Rozdiel v aktivite lipoxid6zy sa pre-
javuje len rdznou polohou (tga) kriviek, pridom v najniZ5ej p'olohe je krivka
zn|zori'tujuca priebeh katalfzy na zadiatku skladovania ra nizkej vlhkosti a
v najvyS5ej p'ol,ohe je krivka zndzoritujica priebeh reakcie po 'rOznej dobe
skladovania a vysokej vlhkosti prepar6tu.

Diskusia

Pri dlh5om skladovani nast6vajri zrllenry v kvalite lyofiliz,ovanych vyrobkov.
Su to zmeny, na ktorych sa zridastiujri nativne enzymy, ktor6 sa vplyvom
zv1-skovej vlhkosti ,a doby prechov6vania ako napr. lipoxid6za reaktivovali.

Aktivita lipoxiddzy stripa - pri kon5tantnej vlhkosti prepar6tu a teploty
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-iktivita lipoxiddzy lyofilizovan6ho hr5Sku v z6vislosti od vlhkosti a doby skladovanla

eas v minDoba
sklad.
dni

4010 20 ,.1

rnmlJo2

0,034
0,t52
0,320

10
13
l1

20
22
27

41 3l 3
191 19 I 20
321 34 I 35
361 41 | 44
48 501 52
501 531 58

_,_ll
rsl rol -lrel zol zsi
251 291 -18 231 24
43 481 53
16 501 57
55 601 63
62 691 ?B
69i ?5i 82

4
17
30
35
45
16
43
49

;

45
39
45

21 3+ 38,
16 2t, 26
22 31 l0

I13 16 l0l
13 tG :10
t3 17 l0
181 21 26
18 18 t7
l9, ll :i
30 J+ +u
301 36 +J
27 2S 3ri
30 +9 57lii

-i108 I

138 I

132 I

_t' e!) 120 117 - I

r13 1-l:

0
0

10
I7
20
25
40
66

0,393
0,535
0,561
0,513
0,495

0,047
0,t32
0,227
0,364
0,571
0,595
0,613

27

50i 601 52
551 6r] d6

;
tt
35
51
57
45

t;
26
29

29
45
46
42

0
B

10
18

40
65

11
13
13

0,t25
0,1 35
0,1 52
0,270
0,351
0,419
0,433
0,571
0,521
0,6.r0

I

-t

JO

IU

0
6
B

1,t
t6
18
,t
27
17
BO

t9
+9

65
70

0,264
0,280
0,285
0,329
0,400
0,508
0,563
0,583
0,587
0.697

62
5
61

B5

26
26
31

1
56
53
5B
73
lo

+2
+t)
t1
56
63

+2
+7
++
57

1,660
1.6 81
2,078
2,210
2,180

0

B

10
t1
20
30
55

) z.+ee I

] z.oao 
I

BULLETIN vI/3 -1967

vlh-
kost

{).o

3,t2

5,20

7,r0

t0,41

31,25



sklad,ovania -
dobe a teplot

Medzi tlim
chemic\imi I

hypot6zu, 2e

str6nila, m6
prebiehajf e

Suvislost :

ako je zn6m
z6vistrosti od
n1ich, resp.
sorpcie vodl
ku ktorym
Ze v prepar
monomolekr
asi 60 O,fo re.
l6rnej vrstv
je voda kor
srivisi aktlv

BULLETIN VI/3 19d7

\iti
bo16 O9t.,i N

!
.tas

$s'
5,l-'I
$t

rl\
(ttIs': '-\f,e8

I
I
NI
*
L

>tr

t$
:i
iirl
.lR
F*
=.s
-'S

i$

+

s
{ts!r

'.L
(t
g
s aortt



skladovania - v zS.vislosti od doby skladovania a taktieZ rastie pri konStantnej
dobe a teplote prechovdvania so stripajricou vlhkostou (1).

Medzi tfmito v tuhom prostredi lyofilizovan6ho hr6Sku prebiehair.icimi
chemickymi procesmi moZno p,oz,orovat podobnosll, ktord d6va podklad pre

AEflvtrA u'oxtoizt 0) v ziwetoen oo
Nav enANvANu A Ytilrorn ?eEPARitU

oot| *L^oovAfla (Eti)

Lrypotezu. 2e zvySkov6 vocla. voda, kto16 sa ly,of ilizAciou z produktu ne<td-
s1r6ni1a, m6Ze byt pridinou toho, Ze v prostredi zdanlivo suchorn a tuhom
prebiehatu enz)rnatick6 proces)'-.

Srivislcst medzi aktivit'ou enzymov a medzi vlhkostou prepar6tu \'\'jadruje -.ako je zn1,me-- scrpdna izoterma, ktord je anal,ogickd terme enzym,orr w ich
z6vislosti od relativnei vlhkosti obkl'opuiircej atmosf6ry (1). Z priebehu sorpd-
nych, resp. enzymovych teriem sa usudzuje na spdsob zakotvenia. rcsp ad-
solpcie vody v tuhych pr6Skovitych plepar6toch na vzduchu h--vgroskopickych,
ku ktorym moZno zaladit ai sublimadne vysu5en6 potraviny. Nazdavirme sa,
Ze v prepar6tcch vysu5enych na velmi nizku vlhkost v1'tvara zr'1-Skov6 voda
monomolekul6rnu vrstvu. v prepar6toch .zysu5en.vch nar vlhkost zodpovedajucu
asi 60 ti 

11 relativnej vlhkosti vzdtLchu ie zv1-ikovA v<;da u1o2en6 v polymoleku-
I6rnei vrslve a pri vihkosti zodpo'redaifcej viac ako 70 il 11 r€1. vihkosti vzduchu
.je voda kondenzovana v kapilArach latkl', So sposobom zakotvenia vody rizko
stivisi akt,vita nativnych enzlmor' h-ofilizovan5-ch prepar6tov. Naivdd5ia akti-
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vita enzjrmov sa p,ozorovala pri vlhkosti odpovedajricej viac ako 60-?0 0/s rel.
vlhkosti vzduchu a rninimdlna, ked voda vytv6ra rnronom,olekulSrny film.

Stfpanie aktivity liipoxid6zy v z6visl,osti od d,oby skladovania by mohLo byt
vysvetlen6 t'im, i.e zvy5kov5 voda nie je v prepar6te stacion6rne viazand, ale
je pohybliva (3). Zda sa, Ze po nas;iteni p,ol6rnych skupin difunduje voda
a zlieva sa v urditych miestach vytv6rajiic ak6si hrriezda, v ktor;ich vznikajri
rdzne koncentrovan6 roztoky enzymu a substr6tu umoZf,ujfce priebeh enzy-
matickej katalyzy. Podet hniezd vody, rozmery a ich vz6jomn5. vzdialenost
sri z6visl6 od vlhkosti prepar6tu. Sri men5ie, od seba vzdialenejSie a je ich
menej pri nizkej vlhkosti prepardtu. MnoZstvo rozpusten6ho substr6tu a en-
zyrnov ie menSie, ,aktivita enzyrnov je niZSia. Zdd sa, L,e roedzr susednymi
hniezdami vody existuje urditA spojitost, komunik6cia difriziou molekril vody.
Rlichlost difrizie medzi hniezdami vody z6visi od vlhkosti prepar6tu a od doby
skladovania. Pri celkovej vlhkosti zodpovedajfcej vysokej relativnej vlhkosti
vzduchu je 

- pravdepodobne - k,omunik6cia r57ch1a, ripln6, aktivita lipoxldS.zy
je uZ pc kr6tkej dobe skl,adovania relativne velk6, mnoZstvo vzniknutych
reakdn;ich produktov enzymatickej katalfzy je zrejme take, 2e skracuje tr-
vanlivost vyrobku a meni jeho organoleptick6 vlastnosti. Pri nizkej vlhkosti
prebiehajri procesy pomalSie, trvanlivost vyrobku je sice dlhSia, ale dasove
.je predsa len obmedzenS. Okrem vlhkosti lyofilizovan;ich vjrrobkov je d6le-
Zitlim dinitelom ovplyvfiujricim kvalitu aj doba skladovania vyrobku.

Aktivita lipoxi.d6zy v lyofilizovanom hr65ku speje k dosiahnutiu urditej ma-
xim6lnej hodnoty (k). V hniezdach vody sa konvertuje len dast z celkov6ho
substr6tu obsiahnut6ho v lyofilizovanom prepar6te. Stfpajfcu aktivitu lipoxi-
dSzy v z6vislosti od doby skladoivania moZno vysvetlit t!m, i.e sa v hniezdach
priebehom skladovania zvySuje obsah vody, difriziou z blizkeho a dalSieho
okolia a v nej rozpusten6 rnolekuly enzymu a substr6tu vytvdrajri podmienky
pre zvf5enie aktivity lipoxid6zy. Za kr|tky das nahr,omadia sa tak6 mnoZstvS.
reakdnych produktov, Ze badatelne menia kvalitu vyrobku. Ned'ostatodne vy-
su5eny vlfrobok ned6 sa bez rijmy na kvalite dlhSiu dobu skladovat. V pre-
pardtoch z niZ5ou vlhko,stou d,osrahuje sa maxim6lna aktivita po dlhSej dobe,
skl,adovatelnost vyrobku je dlh5i'a. Tfm sa nevyluduje, aby in6, paralelne
s enzymatickymi p'ochodmi i za nizkej vlhkosti prebiehajfce procesy (neen-
z-vmaticky katalyzovan6 pochody, reakcie produktov enzymatick;fch zmien,
napr. chin6nov s inymi z).oZkami) neovplyvnili kvalitu vyrobku podas dlh6ho
skladovania.

Srihrn

Pri dlh5om sklad,ovani nast6vajf zmeny kvality, ktor6 sri diastodne zapri-
dinene nativnyrni enzjrmami lyofiliz'ovan6hro vfrobku. Na tfchto zmenach sa
,:udastfiuje aj lipoxiddza. Aktivi'ta lipoxid6zy podas dlhodob6h,o skladovania
stupa nielen v z6vislosti od zvy5kovej vlhkosti v;lrobku, ale aj od d,oby
skladovania.
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Pearolre

IIpr,r 6o"rce ilrrnreJrbHorr xpaueurrrr BaMeqaerc.rr yxyArrrenr{e HaqecrBa, qro BbrBBaHo,
orqacrr,r, rrarrrBHbrMrr auBr{Malrrr nuo{rrlranpoBannoro rrpo[yxTa. B arlrx[epeMeHax yrracr-
Byer raHlne irr,rroHcr,rAaBa. Arirlrenocrs Jrr.{noHcrrAa3br B Teqeurre rrpotroJr]r{r,rreJrbnoro
xpallelrrr.s rroBhrrxaeTcfi He rorrbHo or ocTaToqlloii BfiaH{rlo0TII, Ho r'{ B SaBI,rcIrMocTr{ oT rlpo-
IOJrEirrrcJrblIocTr,l xpaHeIIrrfl .

Kinetics of the trnzymatic Reaction in Freeze-dried Foods

Summary

Some changes of the quality rise by longer storage of the freeze-dried product
partially caused by its native enzymes. The lipoxidase also participates in these
changes. During long time storage the activity of the lipoxidase raises dependentlv
not onLy on the residual humidity of the product but also on the time of the
storage.
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