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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 metédou Warburgovou
podla Sillmanna (2). 5 ml reakénej zmesi zlozenej z Tanového oleja (substratu)
zriedeného fosfatovym reguldtorom pH 6,3, resp. redestilovanou vodou na taky
obsah vody, aky mal lyofilizovany preparat, ktorého aktivitu sme zistovali
a 200 mg lyofilizovaného preparatu tvorili celkovy obsah Warburgovej na-
dobky. 200 mg lyofilizovaného preparatu a prisl. mnozstvo prakticky bezvo-
dého oleja (1,62 % HyO) sme vniesli do hlavného priestoru nadobky, zmes
regulatora a red. vody boli v botnom ramienku. Po 15 min. vytemperovani
na 30°C sme obsah boéného ramienka preliali do hlavného priestoru a pri
120 ot/min odéitavali idaje manometrov. Slepy pokus mal analogické zloZenie,
miesto enzymatického prepardtu obsahoval 200 mg redestilovanej vody.

Aktivitu lipoxidazy a jej zmenu sme vyjadrili hodnotcu koeficientu reakénej
rychlosti k = x/t (s presnostou +79y) k = koeficient reakénej rychlosti,
x = mm?® spotrebovaného vzdudného Os, t = das v min. Zmena aktivity
prejavuje sa zmenou hodnoty k.

Vysledky

V lyofilizovanych preparatoch skladovanych dlhsiu dobu stupa aktivita lip-
oxidazy. Reverzibilne inhibovany enzym sa d&asom reaktivuje. Reaktivacia
(rozdiel medzi aktivitou lipoxidadzy na zaciatku skladovania preparatu a na
konci pokusu) zavisi — pri inak konstantnych podmienkach Uchovy — nielen
od doby prechovavania, ale i od aktivity enzymu na zadiatku skladovania.
Cim je laktivita enzymu mniziia, tym je vy3sia po uplynuti urcitej doby
(napr. k = 0,034 pri vlhkosti 3,12 % na za¢iatku a k = 0,495 po 66 drioch;
k = 1,66 pri 31,25 9%, HyO na zadiatku a k = 2,960 po 55 drioch). Podiato¢na
aktivita lipoxidazy =zavisi vo velkej miere od vlhkosti preparidtu. Hodnota
relativne] reaktivacie, ¢ize kolkondsobne sa zvidsi pociatoénd aktivita pocas
skladovania, je zavisla od podiato¢nej vlhkosti preparatu.

Aktivita lipoxidazy v zavislosti od doby skladovania — za kon$tatnej
vlhkosti a teploty speje k dosiahnutiu urc¢itého maxima.

Z priebehu kriviek znazoriujucich pésobenie lipoxiddzy v prostredi upra-
venom na rovnaku vlhkost mozno usudit, ze doba skladovania nemda vplyv
na mechanizmus odburania substratu. Rozdiel v aktivite lipoxiddzy sa pre-
javuje len réznou polohou (tge) kriviek, pri¢om v najnizSej polohe je krivka
zndzorfiujuca priebeh katalyzy na zaciatku skladovania a nizkej vlhkosti a
v najvy&fej polohe je krivka znazornujuica priebeh reakcie po réznej dobe
skladovania a vysokej vlhkosti preparatu.

Diskusia
Pri dlhSom skladovani nastavaju zmeny v kvalite lyofilizovanych vyrobkov.
Su to zmeny, na ktorych sa zucastiuju nativne enzymy, ktoré sa vplyvom
zvyékovej vlhkosti a doby prechovavania ako napr. lipoxiddza reaktivovali.

Aktivita lipoxidazy stupa — pri konstantnej vlhkosti preparatu a teploty

2
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Aktivita lipoxidazy lyofilizovaného hrasku v zavislosti od vlhkosti a doby skladovania

|
Vih- | Doba Cas v min
kost | sklad. — | = 1
%o | dni 10 20| 30| 40| 50 GO‘ 70 30! go‘wn 110|120 130‘ k=xt
| |
. | mm?*Q,
| |
0 0| 1| 0| o 3| —| 4| — 4‘ al 3] 3 4| 0,034
0 0f 3| 41 6/ 9| 9 13| — | 17/ 19] 19| 20| 23| 0152
' 10 83| 7|10 13| 16| 21| 22| 25| 30| 32| 34| 35| — | 0320
| 312 17 5| 81 12| 16| 19| 25| 29| 32| 35| 36| 41| 44| 48 0,393
20 6| 12| 18| 23| 30| 33| 37| 42| 45| 48] 50| 52| — | 0535
25 8| 12| 19| 23| 26| 33| 38| 45| 46| 50| 53| 58| —| (l561
40 6 12| 15] 20| 27| 27 33| 39| 43| 50| 60| 62| — | 0513
‘ 66 3| 8|13 19| 25/ 33| 38 45| 49 55" 61| 66| — | 0.495
e e b b b e R o b
|
o | of of 2| 3| 5| 8] 5/ —|—|—=|—| = 0,047
8 n‘ 1| 3| 4\ 7| 10) 12/ 13| 15 17\ 19 18| 21| 0,132
‘ 10 | 3| 3| 5| 5( 10| 14/ 21| —| 22| 26| 27| 33 0,227
5,20 18 30 6 m‘ 13| 18| 20 25/ 29| 35| 41| sn‘ 54| — | 0,364
| 24 7| 13| 18| 23 28| 32| 38| 45| 51| 57| 58| 60| — | 0571
| 40 ﬁ‘ 13| 19| 23| 20| 35| 38| 46| 57 m‘ 651 70 | — | 0,595
65 9| 16| 23| 26 30‘ 36| 40| 42| 45| 65 | 67(' 69| — | 0,643
| | ‘ | | | | [ |
0 0f 0/ 0 4| 4 6 8{ 10|11 — —| —| —| 125
6 u‘ 1| 3| 4| 6| 10] 13| 13| 13| 15 16~ — | —| 0135
8 07 0 2| 3 3 ’r‘ 11/ 11 ] 13| 18} 20| 23| — | o152
14 2 5| 3| 13| 15| 16| 20| 26| 21 25| 29| — | — 0,270
710 | 16 3| 4| 90 11| 10 11] 14| 16| 18( 18] 23| 24 | — | (351
g ‘ 18 | 4| 10| 13| 18 23‘ 28| 33| 37| 40| 43| 48| 53 | — | (/449
26 | 4| 11| 13| 14| 17| 25] 31| 36 41 46, 50| 57 | — | 0,433
27 5111 200 24) 34 38| 41| 45| 49| 55| 60| 63| — | o571
471 0] 5| 11 16] 21| 26| 39| 45| 53| 62| 69| 78 | — | o504
80 | | X2 18] 220 31 40| 46‘ 55 | 62 69: 75; 82| — | 0,640
— e
3| 5| 6| 12 13‘16;‘20]22.2-}I26|‘?9 — | — 1 0,261
41 7| 9013|1316/ 20 20| 25| 26| —| — | — | 0’280
T| 5| 9| 11| 137 17| 20| 22| 26| 31| 33 37 | 38 0,285
i 8| 6| 10f 14/ 18] 21| 267 27| 29| 30| 32| — | = | ¢339
10.41 3| 11| 13| 14| 18] 18| 27| 33, — —| =| = | = 0400
g 51 71 11) 16 19] 22| 27 34| 42| 49| 56| 62| 70| 0508
TI 141 191 221 30] 341 40 42| 46| 49| 53| 5 | — | (563
5 15| 16| 28| 30| 36 43| 47| 51 55| 58 61| — | 0583
6| 11| 17| 25| 27| 29! 36| 44| 56| 65| 73| 82 _[ 0,587
8| 12| 27| 23| 30| 49| 57} 57 63 70 78 85 - 0.697
i
0 20| 34| 49| 73| 81 H4I108 St = — | 1,660
2 | 11| 27| 47/ 78(103 122(138 | — | — | — | — | — | _ | T’sm
8 9| 34| 60) 86109 121132 | — | — | — | — | — | — | 2078
31,25 101 17| 30| 96(110 |146 | —| — | — | — | — | = —|—| 2240
14 ‘ 22 50| 68| 87p 831108| — | — | — | — | —| — [ — | 2130
20 | 31| 45| 77|102 121 | 146 | — —‘ — | —| = | —| —| 2388
30| 25 48| 79, 991120 1147 — | — | — | —| — | — —12,466
55 |:51|62|331113‘142!——‘—‘—;— — | — | — 1 2960
! ] ; | | !
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skladovania — v zavislosti od doby skladovania a taktiez rastie pri konstantnej
dobe a teplote prechovavania so stupajicou vlhkostou (1).

Medzi tymito v tuhom prostredi lyofilizovaného hragku prebiehajucimi
chemickymi procesmi mozZno pozorovat podobnosf, ktord dava podklad pre

AKTIVITA LIPOXIDAZY (k) ¥ ZAVISLOSTI 0D
DOBY EXLADOVANIA A VLHKOSTI PREPARATU

A2

2l N
8 Mo 20 30 4o 3 60 Fo &o .
DOBA SKLADOVANIA (DNI)

nypotézu, ze zvyskova veda, voda, ktora sa lyofilizaciou z produktu neod-
strénila, mdze byt pricinou toho, ze v prostredi zdanlivo suchom a tuhom
rrebiehaiu enzymatické procesy.

Suvislost medzi aktivitou enzymov a medzi vlhkostou preparatu vyjadruje —
ako je zndme — sorpc¢na izoterma, ktord je analogickd terme enzymov v ich
zavislesti od relativnej vlhkosti obklopujucej atmosféry (1). Z priebehu sorpdé-
nych, resp. enzymovych teriem sa usudzuje na spoésob zakotvenia. resp. ad-
sorpcie vody v tuhych praskovitych preparatoch na vzduchu hygroskopickych,
ku kterym mozno zavadit aj sublimaéne vysuSené potraviny. Nazddvame sa,
ze v preparatcch vysusenych na velmi nizku vlhkost vytvdara zvvskova voda
monomolekularnu vrstvu, v preparatoch vysugenych na vlhkost zodpovedajucu
asi 60 Yy relativnej vlhkosti vzduchu je zvyikova voda ulozena v polymoleku-
larnej vrsive a pri vlhkosti zodpcvedajuce] viac ako 70" rel. vihkosti vzduchu
je voda kondenzovana v kapilarach latkyv., So sposobom zakotvenia vody uzko
suvisi aktivita nativnych enzymov lvofilizovanych preparatov. Najvacsia akti-

9]
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vita enzymov sa pozorovala pri vlhkosti odpovedajicej viac ako 60—70 %, rel.
vlhkosti vzduchu a minimalna, ked voda vytvara monomolekuldrny film.

Stupanie aktivity lipoxiddzy v zavislosti od doby skladovania by mohlo byt
vysvetlené tym, Ze zvyskova voda nie je v preparate stacionarne viazand, ale
je pohybliva (3). Zda sa, Ze po nasyteni polarnych skupin difunduje voda
a zlieva sa v uréitych miestach vytvarajuc akési hniezda, v ktorych vznikaju
rozne koncentrované roztoky enzymu a substratu umoznujuce priebeh enzy-
matickej katalyzy. Pocet hniezd vody, rozmery a ich vzajomna vzdialenost
su zavislé od vlhkosti preparatu. Su mensie, od seba vzdialenej$ie a je ich
menej pri nizkej vlhkosti preparatu. MnoZstvo rozpusteného substratu a en-
zymov je mens§ie, aktivita enzymov je niZzSia. Zda sa, Ze medzi susednymi
hniezdami vody existuje uréitd spojitost, komunikacia difuziou molekil vody.
Rychlost difuzie medzi hniezdami vody zavisi od vlhkosti preparatu a od doby
skladovania. Pri celkove] vlhkosti zodpovedajucej vysokej relativnej vlhkosti
vzduchu je — pravdepodobne — komunikécia rychla, uplna, aktivita lipoxidazy
je uZ po kratkej dobe skladovania relativne velkd, mnoZstvo vzniknutych
reakénych produktov enzymatickej katalyzy je zrejme take, Ze skracuje tr-
vanlivost vyrobku a meni jeho organoleptické vlastnosti. Pri nizkej vlhkosti
prebiehaju procesy pomalsie, trvanlivost vyrobku je sice dlhsia, ale &asove
je predsa len obmedzena. Okrem vlhkosti lyofilizovanych vyrobkov je dole-
zitym dciniteTom ovplyviiujucim kwvalitu aj doba skladovania vyrobku.

Aktivita lipoxidazy v lyofilizovanom hrasku speje k dosiahnutiu urc¢itej ma-
ximalnej hodnoty (k). V hniezdach vody sa konvertuje len cast z celkového
substratu obsiahnutého v lyofilizovanom preparate. Stupajucu aktivitu lipoxi-
dazy v zavislosti od doby skladovania mozno vysvetlit tym, Ze sa v hniezdach
priebehom skladovania zvy$uje obsah vody, difuziou z blizkeho a dalsieho
okolia a v nej rozpustené molekuly enzymu a substratu vytvaraju podmienky
pre zvySenie aktivity lipoxidazy. Za kratky ¢as nahromadia sa také mnoZstva
reakénych produktov, Ze badateIne menia kvalitu vyrobku. Nedostatotne vy-
suseny vyrobok neda sa bez Gjmy na kvalite dlhsSiu dobu skladovat. V pre-
pardtoch z nizSou vlhkostou dosahuje sa maximalna aktivita po dlhsej dobe,
skladovatelnost vyrobku je dlhgia. Tym sa nevylucuje, aby iné, paralelne
s enzymatickymi pochodmi i za nizkej vlhkosti prebiehajtce procesy (neen-
zymaticky katalyzované pochody, reakcie produktov enzymatickych zmien,
napr. chinénov s inymi zlozkami) neovplyvnili kvalitu vyrobku poéas dlhého
skladovania.

Sahrn

Pri dlh$om skladovani nastdvaju zmeny kvality, ktoré su ¢iastoéne zapri-
¢inené nativhymi enzymami lyofilizovaného vyrobku. Na tychto zmenach sa
sucastnuje aj lipoxiddza. Aktivita lipoxidazy pocas dlhodobého skladovania
stipa nielen v z4vislosti od zvyskovej vlhkosti vyrobku, ale aj od doby
skladovania.
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Kunaeruka sH3UMATHYECKUX peaKIIit
B JINOPUIN3NPOBAHHBIX ITUIEBHIX IIPOAYKTAX

Pestome

HpI/I goace FIUTEILHOM XpaHeHIM 3aMeuvaeTcd yXyaiueHue HavyecTBa, UYTO BBI3BAHO,
OTYACTH, HATUBHBIMU SH3UMAMU .TH/IO(I)I/IJIVISHPOB&HHOI‘O IPOAYKTA. B sux IepeMeHax y4acrT-
ByeT TaKH{e JUIIOKCHA3a. ARTHBHOCTD JIATIORCUAA3BL B TEYCHUNE TMPOFOTHHUTEIBHOI'O
XpalleHUd IOBBIIIACTCA HE TOJILKO OT 0CTATOUYHON BJIAMKHOCTH, HO ¥ B 3aBUCUMOCTH OT IIpo-
JOTHRUTCIBIOCTIL XPAHeIInA.

Kinetics of the Enzymatic 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 dependently

not only on the residual humidity of the product but also on the time of the
storage.
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