Enzymatické procesy pri nizkych teplotach

I. STEIN, F. KLEMPOVA, I. GRAJCIAR

Priebeh enzymaticky katalyzovanyoh procesov v rastlinnych a Zivoéisnych su-
rovinach sa zmrazenim spomaluje, no nezastavi. Konzervovanie chladom alebo
zmrazenim zabezpeluje zachovanie kvality len na urc¢itd — od teploty zmra-
zenia a prechovavania — zavislu dobu.

Teploty, ktoré lezia pod teplotami biokineticky optimalnymi (pod 40 °C).
enzymy a sustavy enzymov v podstate nepoSkodzuju. Na rozdiel od vysSich
teplot (nad 30—40 °C), ktorymi sa hlavne bielkovinovy komponent enzymov
denaturuje, zndsSaju mnohé enzymy nizke a ultranizke teploty relativne dobre.
Lipaza napriklad si zachovala svoju aktivitu po 7 a pol roénom prechovavani
pri —9,4 az —12 °C, pepsin, trypsin a klag vydrzali —191 °C bez straty akti-
vity (1). Zda sa, Ze nizke teploty neporusuju zloZenie molekuly enzymov a ich
Strukturnu stavbu. Katalyticku schopnost enzymov ovplyviiuju nepriamo tym,
Ze menia skupenstvo prostredia, v ktorom enzymaticky katalyzované reakcie
prebiehaju.

Teplota a skupenstvo buneé¢ného obsahu

Je zname, ze predpokladom katalytického pdsobenia enzymov je pohyblivost
molekul enzymov a pohyblivost latok, ktorych rozklad urychluji — substratov.
Ked medzi molekulou enzymu a substratu déjde k reakcii, vytvori sa labilna
zluéenina enzym — substrat, ktora sa rozklada na vysledny produkt za sudas-
ného uvolnenia molekuly enzymu, ktory sa opif zapoji do reakcéného cyklu.
Ked nevznikne zliéenina (enzym -— substrat) nenastane enzymatickd katalyza,
teda enzym nepdsobi.

Pohyblivost a reakcia enzymu a substratu su mozZné len v prostredi tekutom,
polotekutom, pripadne rdsolovitom. Postupnou zmenou tekutého skupenstva
na skupenstvo tuhé spomali sa pohyb molekul enzymov a substralu, spomali
sa priebeh enzymatickych reakcii az sa prakticky uplne zastavi.

Vadsina potravin, ktorych kvalitu chceme zmrazenim zachovaf, obsahuje
relativne velké mnozstvo vody, prip. buneénej §favy. Pri zniZovani teploty
bune¢ného obsahu postupne sa voda vymrazuje, t. j. nastdva premena zo
skupenstva kvapalného do skupenstva pevného za sucasného koncentrovania
bune¢ného obsahu. ZniZenim podielu kvapalnej fazy prostredia spomali sa
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pohyb molekul enzymov a substratov, spomali sa priebeh enzymatickych reak-
cii, dochadza k relativnemu stabilizovaniu stavu panujiceho v momente za-
sahu nizkej teploty.

Medzi teplotou zmrazenia a medzi tekutym obsahom bunky, resp. percen-
tudlnym obsahom vody v tekutej forme je tzka stuvislost.
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Proces vymrazenia vody, podla priebehu kriviek, moZno rozdelif do troch
faz. Prva faza prebieha v rozpiti 0 az —4 °C, je charakterizovana konverziou
pomerne velkého mnozstva (60%) vody do skupensiva pevného. V druhej
faze v rozpati —4 az —15°C sa rychlost konverzie spomaluje, pri¢om obsah
pevného skupenstva sa zvysi na 80—90 9%, celkového obsahu vody. V tretej
etape sa konverzia efte viac spomali, premena poslednych 10 %, vody prebieha
asymptomaticky, takmer paralelne s teplotou od —15°C, aby — pravdepo-
dobne — pri teplote okolo —60 az —70°C aZ na niekolko desatin percenta
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sa premenila na skupenstvo pevné. V praktickych podmienkach, kedy teplota
zmrazenia nedosahuje kryohydratovy bod, zostava vo vyrobokch uréiti éast
vody v kvapalnej forme.

Priebeh kriviek vymrazenia uzko suvisi s obsahom vody a aspon jej ad-
sorpcie, zakotvenia v materiali. Rychle vymrazenie v prvej etape stuvisi s lo-
kalizdciou vody vo vééSich a mensich kapilarach zmrazeného objektu (volna
voda). Molekuly vody su v nich za normélnych teploét pohyblivejsie, pri niz-

ZAVISLOST MNOZSTVA VODY YTTKUTON STave
V POTRAVINACH OD TEMOTY ZMRAZOVANIA .

% YO0Y V YEXVTES FoRME
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kych teplotach sa rychle zostavuju. Asymptoticky priebeh krivky by mohol
sved¢it o velmi silnych adsorpénych silach, ktorych prekonanie vyZaduje vy-
soku energiu. Molekuly vody pokryvaju plochu vrstvou unimolekularnou (2).
Konvexna cast krivky by mohla znazornovat konverziu vody adsorbovanej
na povrchu bielkovin a inych komponentov v multimolekulérnych vrstvach,
ktoré sa postupne zniZovanim teploty stenéuji, az nakoniec zostiva vrstva
monomolekuldrna (viazana voda). Jednotlivé druhy adsorpcie sa nedaji od
seba ohranicif a vzajomne sa prelinaju.

Vymrazovanie je pochod desorpcie vody, pricom voda ostava v materiali
v skupenstve pevnom, a len jej cast (rezidudlna) v skupenstve tekutom.

Zmrazenie je v podstate jedna forma odnimania tekutej vody z reakéného
prostredia, v ktorom prebiehaji biochemické procesy ovplyvaujice kvalitu
a trvanlivost rastlinnych a zivo¢isnych potravin. Li&i sa od inych spésobov
konzervovania, od lyofilizicie alebo suSenia teplou cestou v tom, Ze pri tychto
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sposoboch sa voda z materidlu odstranuje (subliméaciou, vyparovanim), kym
pri zmrazovani ostdva v materiali, len v inom skupenstve.

Nizke teploty mo?no teda — do iste] miery, povaZovaf za ukazovatelov ob-
sahu vody !(buneénej 3tavy) v bunkach rastlinnych a zZivoéiSnych tkaniv, uda-
vajucich nepriamo koncentraciu, t. j. obsah vody tekutého prostredia. Nizka
teplota zastavuje biochemické pochody v materidli, ktoré zapri¢inuju jeho
kazenie. Tieto pochody sa vSak Uplne nezastavia, dokial vyrobok uplne ne-
premrzne.

Medzi aktivitou enzymov a medzi nizkymi teplotami existuje vztah; je to
vlastne vztah medzi aktivitou nativnych enzymov a medzi obsahom vody pri-
tomnej v bunkach tkaniv v tekutom skupenstve. Tento wvztah je prakticky
zndmy: hlbokym zmrazovanim na velmi nizke a ultranizke teploty sa predl-
zuje trvanlivost vyrobkov. Dezintegraéné pochody, katalyzované enzymami a
inymi katalyzdtormi sa spomaluju. Pri nie dost hlbokom zmrazeni sa rychlosti
spominanych reakcii spomaluju nedostatoéne, ¢o skracuje trvanlivost a zniZuje
nutriéni hodnotu vyrobkov.

NZRAST SUSINY ¥ ZAVISILOSTI op pogy
LoRwzAas
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Priebeh kriviek znazornujucich konverziu tekutého skupenstva na skupen-
stvo pevné v zavislosti od teploty je podobny krivkam znézoriiujucim zvic-
Sovanie obsahu su8in napr. susiny zmrazeného hrasku a fazulky pri lyofi-
liz4cii.
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Nizke teploty a rychlost enzymatickych
pochodov

Nizke teploty spomaluju rychlost chemickych reakcii, teda aj podsobenie
enzymov. Mechanizmus pdsobenia enzymov sa nizkymi teplotami nemeni (3),
meni sa len rychlost péscbenia (4). Nasledkom zniZenia obsahu tekutej zlozky
buneéného obsahu sa enzymy — ako mnohé iné zlucéeniny — postupne vylu-
¢uju z roztoku, stavaju sa inaktivnymi. Proces premeny je reverzibilny, zni-
zenie aktivity je umerné znizeniu teploty, resp. obsahu nevymrazenej (kva-
palnej) vody.

Premena aktivnych enzymov na enzymy inaktivne prebieha v zavislosti
od teploty — resp. obsahu vody — podla uréitych pravidiel (5).

Priebeh konverzie glykogénu a sacharidov svalstva na kyselinu mlie¢nu, ka-
talyzovany sustavou glykolytickych enzymov sa teplotou meni. ZniZenim tep-
loty sa glykolyza spomaluje, koeficient rychlosti glykolyzy k = 1/t In a’'a—x
klesd. Kde t = ¢as, a = 1, x = mnoZstvo vzniknutej kyseliny mlie¢nej v mg.
Znizenie rychlosti je relativne velké v rozpéti teplét od +5 do —60°C. In-
hikicia aktivity glykolytickych enzymov pri nizsich teplotach je relativne mala.
Teplotou skvapalneného vzduchu napr. sa sustava glykolytickych enzymov
svalstva neznic¢i. Po roztopeni sa intenzita tvorenia kyseliny mlie¢nej vo sval-
stve zvydila. Z toho vyplyva, Ze hlboké a ultranizke teploty neni¢ia enzymy,
ale iba retarduju ich pésobenie.

Proteolytickd aktivita bezbunedného extraktu (4) multienzymatickej su-
stavy katepsinov hovidzieho a bravéového mésa sa zniZovanim teploty reaké-
ného prostredia zmensSuje. Priebeh proteolyzy katalyzovany sustavou katepsi-
nov, riadiaci sa v rozmedzi teplét +50 az —35°C pravidlami monomoleku-
ldrnej reakcie, sa klesajucou teplotou spomaluje. hodnota koeficientu rych-
losti k sa znizuje. Teplotou sa rovnomerne zniZuje aktivita vSetkych enzymov
multienzymatickej sustavy tychto intraceluldrnych proteindz. Vplyvom teploty
nedo8lo teda k hlbSim premenam v Strukturnej stavbe komplexnej molekuly
katepsinov.

Intracelularne proteinazy teoreticky nestricaju svoju aktivitu ani pri veImi
nizkych teplotach. Aj v tomto pripade hlboké a ultrahlboké teploty neznidia,
len oslabuju ich pésobenie.

Nativne enzymy zeleného hrasku (6) sa zmrazenim inhibuju. Krezoldza, ty-
rozindza a katalaza su citlivejsie proti nizkym teplotam, kym lakkdza, fenolaza,
peroxidaza, askorbédza si pomerne odolné voci teplote —30 °C pri 24 hod. pone-
chani pri tejto teplote. Uplna inaktivacia sa za tychto uvedenych podmienok
nedosiahla. Pri konzervaénych teplotdich —18 az —30 °C ostava v materiali taka
vihkost (tolko vody v tekutom skupenstve), ze enzymatické procesy prebiehaju
este relativne velkou rychlostou.

Teplota a inhibicia enzymov

Zmrazenim sa zniZuje obsah tekutej fdzy vody. Tak ako sa meni tekuté
skupenstvo vody premenou na skupenstvo pevné, tak sa menia enzymy na in-
aktivne podla schémy

k .
B 5 g
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Rychlost inhibicie je zdvisla od rychlosti zmeny skupenstva vody (3, 4, 5, 6).
Medzi inhibiciou aktivity enzymov a medzi obsahom vody pritomnej v ex-
trakte v tekutom skupenstve existuje vztah, ktory moZno vyjadrit rovnicou

kmax
ki = In
’ kv%
kde ki = koeficient inhibicie (koeficient retardacie aktivity enzymov), kmax =
= maximalna aktivita enzgmov pri optimalnej vlhkosti substratu, kvy, = akti-

vita enzymov pri vlhkosti substratu v%,. Hodnota ki vyjadruje rezidualnu
aktivitu enzymu, ktora zostava po zmrazeni preparatu na uréitu teplotu.

Medzi inhibiciou enzymatickej katalyzy a teplotou panuje vztah, ktory
mozno vyjadrif rovnicou priamky

y = a + bt

kde y = ki, b = hodnota ki pri teplote t, a = usec¢ka na ose x. Rovnica do-
voluje vypocitat hodnotu ki pri ktorejkoIvek teplote v rozpati od +5 °C niZSie.

Suvislost inhibicie enzymov nizkymi teplotami resp. inhibicie aktivity s ko-
eficientom reakénej rychlosti, vytvara predpoklad pre automatické sledovanie
skladovatelnosti zmrazenych vyrobkov. Cim silnejsia je inhibicia aktivily na-
tivaych enzymov, tym dlhsia méze byt doba skladovania zmrazeného vyrobku
bez ujmy na jeho kvalite. Inhibicia a skladovateInost st velmi suvisiace pojmy.
Koeficient inhibicie je totoZny s logaritmom doby skladovania vyjadrenym
v diioch, alebo v mesiacoch.

Suhrn

Enzymatické procesy sa nizkymi teplotami spomalujui. Zmrazenim kvapal-
ného bunec¢ného obsahu sa aktivita nativnych enzymov zniZzuje v désledku
zmeny skupenstva prostredia, v ktorom enzymy pdsobia.
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OHBMMATHYECKIE TIPOLECCH IPH HUBKAX TeMIIepaTypax

BuBogu

JH3UMaTHYeCKIe IPOIleCCH HU3KUMU TeMIepaTypamu 3aMefIaloTCAH. ITocane 3aMODOMEHNA
FUTKOTO COMEPHAHUA KIIETKW, AKTUBHOCTH HATHUBHHEIX SHSMMOB HOHIDKAETCA BCIIENCTBUE
N3MEHEHNA COCTOAHUA CPENaRl, B }{OTOPOﬁ 9H3NMHE JIeﬂCTByIOT.

Enzymatische Prozessen bei niedrigen Temperaturen

Zusammenfassung

Durch die angefiihrten Versuche hat sich bewiesen, dass die enzymatischen Pro-
zesse mittels niedriger Temperaturen verlangsamt werden. Durch Gefrieren des
fliissigen Zellsaftes wird die Aktivitdt der nativen Enzyme vermindert in Folge
der Veridnderung des Aggregatzustandes des Millieus — in welchem die Enzyme
wirken — verursacht. o
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