Enzymatické procesy v lyofilizovanych
potravinach*

1. STEIN, F. KLEMPOVA, 1. GRAJCIAR

V poslednej dobe sa venuje zvySend pozornost konzervovaniu potravin
sublimaénym susenim, lyofilizaciou.

Lyofilizacia je proces, ktory sa v podstate skladd z dvoch zdkladnych ope-
racii: zo zmrazenia tekutého obsahu bunky a z odstranenia zmrazenej vody.

Zmrazenie hlboko zasahuje do stavu panujuceho v tekutom, polotekutom
a rosolovitom obsahu bunky, do protoplazmy, kde prebiehaji biochemické
zmeny, ktorych ovplyvnenie (usmernenie) je cielom konzervarenského prie-
myslu.

Prostredie, v ktorom sa tieto deje odohravaju, je prostredie vodné. V tychto
procesoch je hlavnym ¢initelom voda, priCom nie je Tahostajné v akom sku-
penstve sa nachadza. V kvapalnej faze vody, resp. v buneénej stave, su roz-
pustené alebo dispergované vsetky efektory biochemickych a biologickych
pochodov bunky, teda aj enzymy.

Z cca 700 dnes znamych enzymov, ktoré vsetky maju vyznacénu ulohu v Zi-
votnych pochodoch bunky, st z hladiska konzervarenského priemyslu doélezité
prakticky len hydrolazy, transferdzy a oxidoreduktazy.

Hydrolazy su skupinou enzymov, ktoré katalyzuju hydrolytické reakcie, pri
ktorych najdoélezitej$iu dlohu hrd voda, resp. molekula vody. Ich pésobenie
pozostava z urychlenia (aktivovania) udinku vody a to tym, Ze rozkladaju
molekuly substratu a ich ¢ast prenasaja na -OH skupinu vody. Preto aj trans-
ferdzy sa povazuju v podstate za hydrolazy. Oxidoreduktézy transferuju vodi-
kovy atom, resp. elektrénové dvojice.

Predpokladom katalytického pdsobenia enzymov, podla dnesnych nézorov,
je pohyblivost molekdl enzymov a pohyblivost molekul ldtok, ktorych rozklad
urychfuju — substratov. Ked medzi molekulou enzymu a substratu déjde
k reakeii, vytvori sa labilna zlifenina enzym — substrat, ktora sa rozklada na
vysledny produkt za sudasného uvolnenia molekuly enzymu, ktory sa opit
zapoji do reakéného cyklu. Ked nedojde k vzniku zludeniny enzym — substrat,
nedochadza k enzymatickej katalyze, teda enzym nepdsobi.

Pohyblivost a reakcia molekul enzymu a substratu st mozné len v prostredi
tekutom, polotekutom, pripadne résolovitom. Postupnou zmenou tekutého

* Prednesené na konferencii UV Cs. VTS, Praha, 26. nov. 1964.
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skupenstva na skupenstvo tuhé spomali sa pohyb molekul enzymu a substratu,
spomali sa priebeh enzymatickych reakcii, az sa prakticky Uplne zastavi.

Prvou fazou lyofilizaéného procesu je zniZenie teploty objektu, pricom po-
stupne dochadza k vymrazeniu tekutého buneéného obsahu.

Medzi teplotou zmrazenia a medzi obsahom vody pritomnej v tekutej forme
je tzka stvislosf. Tak vieme, Ze pri teplote —1,5° az —2,0 °C z celkového
obsahu vody je 30%, v skupenstve pevnom, pri teplote —5 °C je priblizne
70 %/ a pri teplote —25 az —30 °C asi 90—91 " vody premenenej do skupenstva
pevného.

NajvyznaénejSou vlastnostou enzymov je ich citlivost, labilita vo¢i vonkajs$im
zasahom ako napr. zmena pH, zmena teploty, po6sobenie cudzich zlucenin,
zmena koncentracie prostredia, hlavne zmena obsahu vody v prostredi. v kto-
rom posobia.

Vonkajsim vyrazom tychto vplyvov je inhibicia, t. j. spomalenie priebehu
reakeii, ktoré katalyzuju, az do prakticky uplného zastavenia priebehu.

Vplyv koncentracie prostredia na aktivitu enzymov

ZniZzenim obsahu kvapalnej vody, menia sa postupne enzymy aktivne na
enzymy inaktivne.

Eﬂ — > ]cl

Cim mensi je tekuty obsah bunky, tym vadéSie mnoZstvo enzymov prechadza
z aktivneho stavu do inaktivnej, inhibovanej, neuc¢innej formy, tym pomalsie
prebiehaju nimi katalyzované reakcie a tym dlhsie moZno chranitf potraviny
pred skazou. A opaclne, ¢im tekutejsi je obsah bunky — aZ po uréitu hranicu —
tym viac inhibovanych enzymov prechadza do aktivneho stavu, tym rychlejsie
pbsobia a tym rychlejsie sa potraviny kazia. Rehydratdciou dochadza teda
k zmene vyssie uvedenej reakcie,

E; . Fa

Konzervovanie lyofilizaciou mozno teda z hladiska enzymologického vyjadrit
vztahom

dehydratacia
Ea — -

rehydratacia

._:) Ei

Vplyv obsahu vody reakéného prostredia na aktivitu enzymu zndzornuje
obraz, reprodukujuci funkciu lipoxidazy lyofilizovaného hrachu v zavislosti
od obsahu vody za inak kon§tantnych podmienok (pH, teplota).
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Obr. 1

Zmenou obsahu vody dochadza sice k zmene aktivity, ale mechanizmus
posobenia, ako z priebehu kriviek vyplyva, ostdva nezmeneny.

MozZno teda kon$tatovat, Ze lyofilizaciou sa nativne enzymy konzervovaného
produktu inhibuju, ale zloZenie molekuly enzymu, sddiac podla mechanizmu
pdsobenia, sa nemeni.

Konzervovanie lyofilizadciou spoéiva teda v inhibicii priebehu biochemickych
procesov, katalyzovanych nativnymi enzymami.

Dehydrataciou pod urcity stupen vlhkosti stavaju sa potraviny odolné tiez
voéi pdsobeniu mikroorganizmov na nich vegetujacich.

Napriek tomu pri dlhSom skladovani dochadza k zmendm kvality v lyofi-
lizovanych vyrobkoch.

Su to zmeny, ktoré su zapric¢inené ¢innostou nativnych enzymov, ktoré sa
v dosledku uréitej zvyskovej vlhkosti preparatu nepodarilo tplne inhibovat
a zmeny neenzymatického pdévodu, ktoré mézu byt zapri¢inené reakeciami
medzi redukujucimi cukrami a oxidativnymi reakciami bielkovin prip. lipidov.
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Vplyv blanSirovania na aktivitu enzymov

Z praxe je zname, ze lyofilizované neblansirované produkty pri skladovani
rychlej§ie podliehaju skaze ako tie, ktoré sa pred lyofilizaciou blangirujui. (1)

Blan$irovanie mozno povazovat za fyzikalny proces, pri ktorom ‘— okrem
iného — dochadza k poruSeniu intraceluldrneho stavu bunky teplom. Na-
sledkom ohriatia buneéného obsahu na teplotu prevySujucu biokinetické opti-
mum, dochiddza pravdepodobne k reverzibilnej a <diastoéne irreverzibilnej
denaturécii bielkovin a v suvislosti s tym, tieZ k reverzibilnej a irreverzibilnej
inhibicii nativnych enzymov.

Vplyv blandirovania na aktivitu niektorych nativnych enzymov lyofilizova-
ného zeleného hrasku znizorriuje tabulka 1.

Tabulka 1.

i| | Doba blansirovania (sekundy) 1

pdvodna | [ i i
enzym aktivita , 30 60 | 120 | 180 | 240 !
v % ‘ j ‘ i l
| zvy$na aktivita v % povodnej aktivity
|
lakkaza 100 47.6 47,5 45,6 41,0 38,0
lipdza 100 42,8 28,5 14,3 13,0 10,7
| lipoxidaza 100 20,2 22’6 15.9 10.8 75
askorbaza 100 5,0 1.4 3,5 1,3 0,6
fenolaza 100 7,9 6,0 5,0 2,0 1,8
peroxidaza 100 55,8 11,6 6,9 0,6 -
katalaza | 100 0,5 0,3 0,2 0,2 0,3
tyrozinédza 100 | s 0,4 - | - =
krezoldza 100 | 16,7 16,8 7,7 42 -

Pri lyofilizacii dochddza v zelenom hrasku k relativne velkému 2—5 i viac-
nasobnému koncentrovaniu inhibovanych i neinhibovanych enzymov.

Tabulka 2.
Aktivita enzymov lyofilizovaného hraSku neblanSirovaného a blan§irovaného

tyro- \ kata- 1 krezo- | lipo- ‘askor—‘ pero-

‘ lak- kre- I

kdaza | zolaza | zindza | laza ‘ laza xidéza| baza } lipaza | xidaza
‘ = el == I = )
| ml | ml
.. i n/10 n/10
k @ na 100 mg suSiny ’ KOH/ | KMnOy/
B R (100mg| /g
. . ' | | |
| neblan- | : | o ¢ - - |
sirovany | 0,563 0,454 0,287 19970 @ 0,652 0847 | 3,530 | 0,7 43
" blansi- ] iy | |
rovany 0,268 0,076 - 1,086 0,050 0178 0,156 , 0,3 2,4
| 3()_ sek. !
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Velké kvantum aktivnych enzymov v neblanSirovanom hrasku pdsobi po
dobu skladovania vidd¢Sou rychlostou ako po blansirovani zostdvajuce mensie
mnozZstvo aktivnych fermentov. Viac aktivnych enzymov spdsobuje rychlejsie
nahromadenie kvalitu ovplyviiujucich reakénych produktov a tym spésobuje
zhor$enie kvality skladovaného materidlu.

Blansirovanim nedochadza k rovnomernému inhibovaniu nativnych enzgmov.
Su enzymy, ktoré sa uUplne inaktivujui uz po 30 sekundach blanSirovania
(krezolaza, tyrozindza, peroxidiza) a také, ktoré sa len mierne inhibuju
(fenolaza, kataldza, askorbaza). Zd4 sa Ze najodolnejSie voéi blanSirovaniu su
prave tie fermenty, ktoré su najviac zodpovedné za objavenie sa pachuti
(lipaza, lipoxidaza a lakkéaza).

7 fyzikalnych faktorov, ktoré mozu vyznaénou mierou ovplyvnit rychlost
priebehu biochemickych zmien, zapri¢inujucich zniZenie kvality lyofilizovaného
produktu pri dihom skladovani, st vlhkosf, teplota prostredia a vzdudny
kyslik.

Hoci reakény mechanizmus pdsobenia kyslika nie je dostatoéne znamy,
mozno jeho vplyv pri skladovani vhodnym spdsobom do istej miery obmedzit
a spravne volenou vlhkostou lyofilizovaného preparatu redukovat na najnizsiu
moZnu mieru.

Podobne moZno regulovat aj vplyv teploty na biochemické pochody pri
dlhgom skladovani tym, Ze hotovy vyrobok prechovavame pri teplote, o ktore]j
je zname, ¥e spomaluje pochod kazenia.

Inak je to u vlhkosti. Vplyv vlhkosti na priebeh biochemickych zmien je
nejednotny. Neenzymatické biochemické zmeny prebiehaji optimalne len pri
urcitych vlhkostiach. Prekrotenim optimélnej vlhkosti sa ich priebeh spomali
alebo uplne zastavi.

Sorpéné izotermy a ich suvislost s aktivitou
nativnych enzymov

Medzi aktivitou enzymov a obsahom vody v lyofilizovanych produktoch je
velmi tizka suvislost. Lyofilizované vyrobky, ako vietky dehydratované latky,
st na vzduchu silne hydroskopické. Je to désledok snahy vyrovnat parcialny
tlak vodnej pary panujuci v nich s vlhkostou okolia.

Vztah medzi obsahom vody v latke a obsahom vody v okolitej atmosfére,
t. j. relativnou vlhkostou (v %) znézorneny graficky dava krivku, sorpénu
izotermu (pri konStantnej teplote). Tvar tychto kriviek je casto podobny
pismenu S. Sorp¢né izotermy jednotlivych vysuSenych vyrobkov povazuju sa
za cenné Kkritérium pre stanovenie optimélneho obsahu vody, na ktory sa ma
produkt dehydrovat, aby sa mohol dlho a bez ujmy na kvalite skladovaf. (2)

Zistit optimalnu vlhkost skladovania je preto dolezité, lebo pri niZSom
obsahu vody byva vzduSny kyslik agresivny a dochadza k zmene kvality
nasledkom oxida¢nych pochodov. Pri vysSej ako optimalnej vlhkosti intenzita
oxidatnych pochodov sa sice zniZi, naproti tomu sa vsSak zvySuje intenzita
Maillardovych reakcii. Preto stanovenie optima vlhkosti, na ktoré ma byt
uréity vyrobok vysuSeny, v naSom pripade, lyofiliziciou, je z hladiska skla-
dovatelnosti velmi délezité.

Podla nasho nazoru mozZno sorplné izotermy, ako prostriedok zistenia pod-
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mienok skladovania vyrobkov s inhibovanym enzymatickym obsahom, pova-
zovat za sekundarnych ukazovatelov zmien, ktoré nastdvaju nasledkom zmeny
celkovej vlhkosti vyrobku. Primdrnymi ukazovateImi zmien su aktivity na-
tivnych enzymov, ktoré sa podas skladovania reaktivovali hlavne vplyvom
vlhkosti.

Kedze sme medzi sorpénymi izotermami a aktivitou enzymov predpokladali
uzku suvislost, stanovili sme v blansirovanom lyofilizovanom hrasku a Spenéate
sorpénu termu enzymov lipoxidazy a oxigenazy kyseliny askorbovej. Nas
predpoklad sa ukazal byt spravny. Medzi tvarom kriviek znazornujucich
priebeh sorpc¢rej izotermy a priebeh aktivity inhibovanych enzymov je ana-
1ogia.
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Obraz 2

Podobne ako sorp¢nu izotermu mozno aj termu enzymov rozdelif na tri
¢asti: na Cast konvekéne zakrivend, na ¢ast konkdvnu a na cast priamkovy,
leZiacu medzi nimi.

Cast konvekénd naznaduje, e adsorpcia vody v tomto rozsahu relativnej
vlhkosti sa uskutoéniuje tak, Ze molekuly vody vytvaraju na preparite mono-
molekularny film. Voda je silne adsorbovana na povrchu a zrejme nevytvara
podmienky pre reaktiviciu enzymov.
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V ¢éasti priamkovej sa voda nanaSa na preparat vo viacerych na seba ulo-
zenych vrstvach multimolekularne.

V ¢asti konkavnej prebieha adsorpcia na zaklade kapilarnej kondenzacie.
Takto adsorbovand voda vytvara podmienky pre rehydratidciu a reaktivaciu
enzymov.

Vlhkosti leziace az po konkavnu ¢ast krivky mozZno povaZovat za este
unosné pre skladovanie, pretoze nevytvaraju podmienky na reaktivaciu
enzymov.

Brunaer, Emett a Teller (3) vypracovali podla nich pomenované
pravidlo (BET), pomocou ktorého moZno vypocitat priebeh adsorpcie vody
na suchy preparat v zavislosti od relativnej vlhkosti skladovacieho prostredia
az po relativnu vlhkost 50 %, Pravidlo sa vztahuje na anorganické latky.
Pokusame sa ho aplikovat na biologicky material obsahujuci enzymy a najst
vhodny matematicky vyraz pre vypolet enzymatickej termy v zavislosti od
relativnej vlhkosti, ktory by dovolil uréit optimalnu vlhkosf, na ktori ma
byt lyofilizovany vyrobok vysuSeny-a skladovany.

Celkova aktivita zostavajucich neinhibovanych enzymov pri stabilnej nizkej
vihkosti a konstantne] teplote sa po dobu 60-100 dni prakticky nemeni.
Denny prirastok na aktivite je relativne maly.

Suhrn

Sublimaénym suSenim zniZuje sa aktivita nativnych enzymov potravin kon-
verziou aktivnych enzymov na enzymy inaktivne. Inhibicia enzymov je zapri-
éinena zmenou zloZenia prostredia, v ktorom enzymy pdsobia, pricom moZe
dojst aj k diastonému poruSeniu aktivnej molekuly enzymu. Rehydrataciou
sa enzymy reaktivuju.

Senzibilita nativnhych enzymov proti zmene zlozenia prostredia je délezitym
¢initeTom pre dlhodobé zachovanie kvality lyofilizdciou konzervovanych vy-
robkov.
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SHBI/IMaTI/I‘IeCKHQ HpOHGCCbI B JII/IO(bI/IJII/IBHpOB'dHHbIX HpOlIYHTaX
Peszwome

Bo spemda cyOnuMaTwBHOH CYIKM IIOHIMKACTCA AKRTUBHOCTL TIATYPAJIbHBIX AH3NMOB
B OAMEBHIX TPOAYRTAX, BCJASACTBHE MPCBPAINCHU AHTUBIIBIX DH3MMOB B SH3MMBl HEIKTHB-
HBle. 3aMefJeHNe DH3UMOB BH3BAHO M3MeHEeHMeM COCTaBa CPCABl B ROTOPOIU 9HBAMEL Aeil-
CTBYIOT, IPUUCM MOKET HACTYMHUTh UACTHYNOE HApPYIUEHHE AKTUBIION MOIEKYIBI J3MMA.
Perugparanueil osH3MMEl peakTUBUDYIOTCS.

Cenenduamsauusa HATYPATLHBIX JH3MMOB OPOTUB USMCHPHUM COCTABA Cpefibl, ABRJISETCH
BKALIM HAKTOPOM IIf JLTHTETLHOTO COXpAllelnA RayecTBa JMOQUTHUPOBAHHBIX NPOTYK-
TOB.
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Enzymatische Prozesse in gefriergetrockneten Lebensmitteln

Zusammenfassung

Durch die Geiriertrocknung verringert sich die Aktivitdt der nativen Enzyme
von Lebensmitteln durch Konversion der aktiven Enzyme in inaktive Enzyme. Die
Enzyminhibition ist durch die Verdnderung der Zusammensetzung des Milieus, in
dem die Enzyme wirken verursacht, wobei es zu einer teilweisen Beschddigung der
aktiven Enzymmolekiile kommen kann. Die Enzyme reaktivieren sich durch Re-
hydrierung.

Die Sensibilitdt der nativen Enzyme gegeniiber der Verdnderung der Zusammen-
setzung vom Milieu ist ein wichtiger Faktor fiir eine langjdhrige Qualitdtserhaltung
der Erzeugnisse. die mittels Gefriertrocknung aufbewahrt werden.
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