
Enzymatick6 procesy v lyofilizovanfrh
potravin6ch*

L STEIN, F. KLEIVIPOVA, L GRAJCIAR

V poslednej dobe sa venuje zvyiSend pozornost konzervovaniu potravin
sublimadnjrm suienim, lyofiliz6ciou.

Lyofiliz6cia je proces, ktory sa v podstate sklad6 z dvoch z6kladn;ich ope-
,-acli: zo zmrazenia tekut6ho obsahu bunky a z odstr6nenia zrnrazenej vody.

Zlrrrazenie hlboko zasahuje do stavu panujriceho v tekutom, polotekutom
a r6solovitom obsahu bunky, do protoplazmy, kde prebiehajri biochemick6
zmeny, ktorlich ovplyvnenie Iusmernenie] je cielom konzervdrenskeho prie-
mStslu.

Prostredie, v ktorom sa tieto deje odohr6vajri, je prostredie vodn6. V tlichto
procesoch je hlavnlfm dinitelom voda, pridom nie je lahostajn6 v akom sku-
penstve sa nachddza. V kvapalnej fdze vody, resp. v bunednej Sfave, sli roz-
pusten6 alebo dispergovan6 vSetky efektory biochemickych a biologickjrch
pochodov bunky, teda aj enzlimy.

Z cca 700 dnes zn6mych enzfmov, ktor6 vSetky majri vliznadnri rilohu v Zi-
votnfch pochodoch bunky, sri z hladiska konzerv6rensk6ho priemyslu d6leZit6
prakticky len hydroldzy, transfer6zy a oxidoreduktilzy.

Hydroldzy sri skupinou enzymov, ktor6 katalyzujri hydrolytick6 reakcie, pri
ktorlich najd6leZitejSiu rilohu hr6 voda, resp. molekula vody. Ich p6sobenie
pozostS,va z urlTchlenia (aktivovanial rldinku vody a to tym, Ze rozkladajri
molekuly substr6tu a ich dast prenS5ajri na -OH skupinu vody. Preto aj trans-
ferS,zy sa povaZujri v podstate za hydtolSzy. Oxidoreduktazy transferujri vodi-
kovy atom, resp. elektr6nov6 dvojice.

Predpokladom katalytick6ho pdsobenia enzfmov, podla dneSn;ich n6zorov,
je pohyblivost molektl enzfmov a pohyblivosf molekril l6tok, ktorfch rozklad
urSTchlujri - substrdtov. Ked medzi molekulou enz}i'mu a substr6tu d6jde
k reakcii, vytvori sa labiln6 zhidenina enzfm - substr6t, ktor6 sa rozklad6 na
v;i'slednf produkt za sfdasn6ho uvolnenia molekuly enzfmu, ktorli sa opdf
zapoji do reakdn6ho cyklu. Ked ned6jde k vzniku zhideniny enzfm - substrdt,
nedochddza k enzymatickej katalyze, teda enzym nep6sobi.

Pohyblivost a reakcia molekril enzymu a substratu sri moZn6 len v prostredi
tekutom, polotekutom, pripadne rdsolovitom. Postupnou zmenou tekut6ho

* Prednesen6 na konferencii UV ds. VTS, Praha, 26. nov. 1964.
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skupenstva na skupenstvo tuh6 spomali sa pohyb molekul enzymu a substr6tu,
spomali sa priebeh enzymatickich reakcii, aZ sa prakticky riplne zastavi.

Prvou fdzou lyofilizadneho procesu je zniienie teploty objektu, pridom po-
stupne dochddza k vymrazeniu tekut6ho bunedn6ho obsahu.

Medzi teplotou zmrazenra a medzi obsahom vody pritomnej v tekutej .[ornie
je izka srivislost. Tak vieme, te pri teplote -L,5' aL. -2,0 "C z celko-reho
obsahu vody je 30 0,'u v skupenstve pevnom. pri teplote -5 'C je pribliZne
7A0t0 a pri teplote -25 a2. -30 "C asi 90-91 (l 

ri vody premenenej do skupenstva
pevn6ho.

Najv;TznadnejSou vlastnostou enzymov je ich citlivost, Iabilita vodi vonkajSim
z6sahom ako napr. zmena pH, zmena teploty, p6sobenie cudzich zlfdenin,
zmena koncentr6cie prostredia, hlavne zmena obsahu vody v prostrcdi. v kto-
rom p6sobia.

VonkajSim vyrazorn lfchto vplyvov je inhibicia, t. j. spomalenie priebehu
reakcii, ktor6 kataiyzuji, aL do prakticky ripln6ho zastavenia priebehu.

Vplyv koncentr6cie prostredia na aktivitu enzf mov

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

Eo , lii

eim men5i je tekuty obsah bunky, tym vddSie mnoZstvo enzymov prech6dza
z aktivneho stavu do inaktivnej, inhibovanej, nefdinnej formy, tym pomal5ie
prebiehajri nimi katalyzovan6 reakcie a tfm dlhBie moZno chr6nit potraviny
pred skazou. A opadne, dim tekutejSi je obsah bunky - aL. po urditu hranicu -
tym viac inhibovanych enzymov prech6dza do aktivneho stavu, tym rychlei5ie
p6sobia a tym rychlej5ie sa potraviny kazia. Rehydrat6ciou dochddza teda
k zmene vySSie uvedenej reakcie,

Konzervovanie lyofilizdciou moZno teda z hladiska enzymologick6ho vyjadrif
rrztahom

dehydlitl acia
Eu- - 

-*Elrehydratdcia

Vplyv obsahu vody reakdn6ho prostredia na aktivi.tu enzymu znAzorhuje
obraz, reprodukujfci funkciu lipoxid6zy lyofilizovaneho hrachu v zdvislosti
od obsahu vody za inak kon5tantnfch podmienok (pH, teplota).
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Obr. 1

Zmenou obsahu vody doch6dza sice k zmene aktivity, ale mechanizmus
pdsobenia, ako z priebehu kriviek vypl}iva, ostdva nezmeneny.

MoZno teda kon5tatova'i, i,e lyofilizdciou sa nativne enzyrny konzervovaneho
produktu inhibujri, ale zloZenie molekuly enzymu, sridiac podla mechanizmu
p6sobenia, sa nemeni.

Konzerrrovanie lyofilizdciou spodiva teda v inhibicii priebehu biochemicky-ch
procesov, katalyzovanyich nativnymi enzymami.

Dehydrat6ciou pod urditjr stupei vlhkosti st6vaju sa potraviny odo1n6 tieZ
vodi p6sobeniu mikroorganizmov na nich vegetujricich.

Napriek tomu pri dLhSom skladovani doch6dza k zrnen6m kvality v lyofi-
lizovanych vyrobkoch.

Sri to zmeny, ktor6 sri zapridinen6 dinnostou nativnych enzymov, ktor6 sa
v ddsledku urditej zvy5kovej vlhkosti prepar6tu nepodarilo riplne inhibovat
a zmeny neenzymatick6ho pdvodu, ktor6 m6Zu byt zapridinen6 reakciami
rnedzi redukujricimi cukrami a oxidativnymi reakciami bielkovin prip. lipidov.
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Vplyv blanSirovania na aktivitu enzfmov
Z praxe je zn5me, Ze lyofilizovane neblanSirovan6 produkty pri skladovani

rlichlejSie podliehajti skaze ako tie, ktor6 sa pred lyofilizdciou blanSirujf. (1)
BlanSirovanie moZno povaZovat za fyzik6lny proces, pri ktorom'- okrem

in6ho - dochddza k poruSeniu intracelulSrneho stavu bunky teplom. N6-
sledkom ohriatia bunedndho obsahu na teplotu prevy5ujricu biokineticke opti-
mum, doch6dza pravdepodobne k reverzibilnej a diastodne irreverzibilnej
denaturdcii bielkovin a v srivislosti s Qfm, tieZ k reverzibilnej a irreverzibilnej
inhibicii nativnych enzymov.

Vplyv blan5irovania na aktivitu niektorfch nativnych enzymov lyofilizova-
n6ho zelen6ho hr65ku znSzorfiuje tabulka 1.

Tabulka 1.

_Pe!_"-_4eryrerqqq 1r,$4y) ip6vodndi i j i Iaktivita 30 60 i 120 I 80 | 240
volo i i I

I

enzV nr

zvy5nd aktivita v % p6vodnej aktivitv

58,0
10,7
7,s
0,6
1,8

0,5

lakkdza
lipdza
lipoxid6za
askorbdza
fenol6za
peroxiddza
katalaza
tyrozln{za
krezollza

100
100
100
100
100
100
100
100
100

47,6
42,8
25,2

5,0
7,9

55,8
0,5

16,7

47,5
28,5
22,6

45,6
74,3
15,9

47,0
13,0
10,8

1,5
2,4
0,6
0,2

4,2

5,5
5,0
6,9
0,2

7,7

Pri lyofiliz6cii doch6dza v zelenom hr65ku k relativne velkemu 2-b i viac-
n6sobn6mu koncentrovaniu inhibovanfch i neinhibovanych enzfmov.

Tabulka 2.

Aktivita enzymov lyofilizovan6ho hr65ku neblanSirovan6ho a blanSirovan6ho

I r.ata- | krezo- | ripo- j askor-
| 'lAzatlaza lxidazaibeza

lipdza pero-
xiddLza

lml
i n/10
I KOH/
I too ms

ml
n/10

KMnOa
ls

k @ na 100 mg su5iny

I

5,550 I 0.7

0,1-56 r 0,5

4,3

2,4
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VeIk6 kvantum aktivnych enzymov v neblan5irovanom hr6Sku p6sobi po
dobu skladovania vad5ou rfchlostou ako po blan5irovani zost5vajrice men3ie
mnoZstvo aktivnych fermentov. Viac aktivnych enzymov spdsobuje r;ichlejSie
nahromadenie kvalitu ovplyvi.ujricich reakdnfch produktov a tym sp6sobuje
zhor5enie kvality skladovan6ho materiSlu.

Blan5irovanim nedochddza k rovnomern6mu inhibovaniu nativnych enzlimov.
Sri enzymy, ktor6 sa riplne inaktivujri uZ po 30 sekund6ch blan5irovania
[ktezol6za, tytozin6za, peroxid6za) a tak6, ktor6 sa len mierne inhibujri
[fenolSza, kalalSza, askorb6za). Zd1, sa Ze najodolnejSie vodi blan5irovaniu sti
pr6ve tie fermenty, ktor6 sti najviac zodpovedn6 za objavenie sa pachuli
[Iipdza, lipoxiddza a lakk6zaJ.

Z fyzlkalnych faktorov, ktor6 rn6Lu vfznadnou mierou ovplyvnit rychlosf
priebehu biochemickfch zmien, zapridiirujricich zniZenie kvality lyofilizovan6ho
produktu pri dihSom skladovani, sri vlhkosf, teplota prostredia a vzdu5nli
kyslik.

Hoci reakdnjr mechanizmus p6sobenia kyslika nie je dostatodne zn6my,
moZno jeho vplyv pri skladovani vhodnfm sp6sobom do istej miery obmedzit
a spr6vne volenou vl.hkostou lyofilizovan6ho prepardtu redukovat na najniZ5iu
moZnri mieru.

Podobne moZno regulovaf aj vplyv teploty na biochemick6 pochody pri
dlh$om skladovani tym, Le hotovlf vyrobok prechovSvame pri tepl6te, o ktorej
je zndme, Ze spomaluje pochod kazenia.

Inak je to u vlhkosti. Vplyv vlhkosti na priebeh biochemicklfch zmien je
nejednotnli. Neenzymatick6 biochemick6 zmeny prebiehajf optim6lne len pri
urditfch vlhkostiach. Prekrodenim optimSlnej vlhkosti sa ich priebeh spomali
alebo riplne zastavi.

Sorpdne izotermy a ich sr1 vislost s aktivitou
nativnych enzymov

Medzi aktivitou enzymov a obsahom vody v lyofilizovanych produktoch je
velmi rizka srivislost. Lyofilizovan6 vfrobky, ako vSetky dehydratovan6 15tky,
sf na vzduchu silne hydroskopick6. Je to ddsledok snahy vyrovnaf parci6lny
tlak vodnej pary panujrici v nich s vlhkostou okolia.

Yztah medzi obsahom vody v l6tke a obsahom vody v okolitej atmosf6re,
t, j. relativnou vlhkosfou (v ofd znSzorneny graficky d6va krivku, sorpdnri
izotermu [pri kon5tantnej teplote). Tvar tfchto kriviek je dasto podobnST

pismenu S. Sorpdn6 izotermy jednotlivych vysu5enych vyrobkov povaZujri sa

za cenn6 krit6rium pre stanovenie optim6lneho obsahu vody, na ktory sd md
produkt dehydrovat, aby sa mohol dlho a bez ujmy na kvalite skladovaf. [2]

Zistit optim6lnu vlhkost skladovania je preto d6leZit6, Iebo pri niZSom
obsahu vody bliva vzduBn;i kyslik agresivny a dochddza k zmene kvaiity
nSsledkom oxidadnlich pochodov. Pri vySSej ako optimSlnej vlhkosti intenzita
oxidadnfch pochodov sa sice zniZi, naproti tomu sa v5ak zvy5uje intenzita
Maillardovjrch reakcii. Preto stanovenie optima vlhkosti, na ktor6 m6 byt
urditj'vfrobok vysu5eny, v naSom pripade, Iyofilizdciou, je z hladiska skla-
dovatelnosti velmi ddleZit6.

Podla n65ho n|zoru moZno sorpdn6 izotermy, ako prostriedok zistenia pod-

1t
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mienok skladovania 1'yrobkov s inhibovanym enzymatickym obsahom, pova-
2ovaf, za sekund6rnych ukazovatelov zi-nien, ktore nastdvaju n6sledkom zmeny
celkovej vlhkosti vyrobku. Prim6rnymi ukazovatelmi zmien su aktivity na-
tivnych enz;imov, ktor6 sa poias skladovania reaktivovali hlavne vplyvonl
vlhkosti.

KedZe sme medzi sorpdnymi izotermami a aktivitou enzy-mov predpokladali
uzku srivislost, stanovili sme v blanSirovanom lyofilizovanom hr5Sku a SpenAte
sorpdnri termu enzymov lipoxiddzy a oxigen6zy kyseliny askorbovej. N6S
predpokiad sa uk6zal byt spr6vny. Medzi tvarom kriviek zndzoriujucich
priebeh sorpdnej izotermy a priebeh aktivity inhibovanych enzymov je ana-
logia.

z atter tltJttdn

Obraz 2

Podobne ako sorpdnri izotermu moZno aj termu enzymov rozdelit na tri
iasti: na dast konvekdne zakrivenri, na dast konkdvnu a na dast priamkovf,
leZiacu medzi nimi.

Cast konvekdnd naznaduje, Ze adsorpcia vody v tomto rozsahu relativnej
vlhkosti sa uskutoiiuje tak, Ze molekuly vody vytv6rajri na prepar6te mono-
molekul6rny film. Voda je silne adsorbovan6 na povrchu a zrejme nevytvdra
podmienky pre reaktivdciu enzymov.

T2

L'2'C, doba
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V dasti priamkovej sa voda nan5Sa na prepar6t vo viacerych na seba ulo-
Zenych vrstvdch multimolekul6rne.

V dasti konkAvnej prebieha adsorpcia na z6klade kapil6rnej kondenz6cie.
Takto adsorbovan6 voda vytv6ra podmienky pre rehydratdciu a reaktiv6ciu
enzymov.

Vlhkosti leZiace aL po konkAvnu dast krivky moZno povaZovat za eSte

irnosn6 pre skladovanie, pr:etoLe nevytvdraju podmienky na reaktivdciu
enzymov.

Brunaer, Emett a Teller (3J vypracovali podla nich pomenovan6
pravidlo [BET], pomocou ktor6ho moZno vypoditat priebeh adsorpcie vody
na suchy prepardt v z6vislosti od relativnej vlhkosti skladovacieho prostredii
aL. po relativnu vlhkost 50 0,0. Pravidlo sa vztahuje na anorganick6 l6tky.
PokuSame sa ho aplikovat na biologicky materi6l obsahujrici enzymy a ndjst
vhodny matematicky vyraz pre vypodet enzymatickej termy v zdvislosti od
relativnej vlhkosti, ktory by dovoliL urdit optim6lnu vlhkostl, na ktorri m6
byt lyofilizovany vyrobok vysuSeny'a skladovanf.

Celkov6 aktivita zostSvajfcich neinhibovanych enzymov pri stabilnej nizkej
vlhkosti a kon5tantnej teplote sa po dobu 60-100 dni prakticky nemeni.
Denny prirastok na aktivite je relativne maly.

Srihrn

Sublimadnym suSenim zniiuje sa aktivita nativnych enzymov potravin kon-
verziou aktivnych enzymov na en2ymy inaktivne. h-rhibicia enzymov je zapri-
dinen6 zmenou zloienia prostredia, v ktorom enzymy pdsobia, pridom m6ie
ddjst aj k diastodnemu poru5eniu aktivnej molekuly enzymu. Rehydrat6ciou
sa enzymy reaktivuju.

Senzibilita nativnych enzymov proti zmene z7ol.enia prostredia je d6leZit;im
dini.telom pre dlhodob6 zachovanie kvality lyofiliz6ciou konzervovanlich vjr-
robkov.
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Enzymatische Prozesse in gefriergetrockneten Lebensmitteln

Zusammenfassung

Durch die Ge{riertrocknung verringert sich die Aktivitiit 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 de.-

aktiven Enzymmolekiile kommen kann. Die Enzyme reaktivieren sich durch Re-
hydrierung.

.Die Sensibilitet der nativen Enzyme gegentiber der Verdnderung der Zusammen-
setzung vom Mili€u ist ein wichtlger Faktor fiir eine langjiihrige Qualitdtserhaltung
der Erzeugnisse. die mittels Gefriertrocknung aufbewahrt werden.
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