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Inaktivace oxidoreduktaz
z pohledu vyroby cukerného sirupu

INACTIVATION OF OXIDOREDUCTASES IN VIEW OF SUGAR SYRUP PRODUCTION

Weronika Konka, Marcin Kucner, Jan Grabka — Politechnika t.6dzka, Polsko

Ovoce a zelenina jsou velmi nichylné na nezidouci zmény
zpusobené poskozenim pii uskladnéni, manipulaci nebo v pri-
béhu technologického zpracovani. Zmény v textufe, vani, chuti,
nebo barvé maji vliv na komer¢ni hodnotu produktu, coz muze
mit za nasledek zna¢né ekonomické ztraty. Jednim, z organolep-
tickych parametra, které urcuji, zda vyrobek je pro spotiebitele
atraktivni, je vzhled, pficemz barva je jeho hlavnim atributem.
Jednim z nejdulezitéjsich faktor, které maji vliv na barevnou
zménu meziproduktt a finalnich produktd, je tvorba nebo rozklad
barevnych sloucenin, které jsou obvykle pfitomny ve vyrobku
ve formé prekurzori. V tomto procesu pusobi i vysoce aktivni
exogenni a endogenni enzymy. Oba typy enzymu se mohou vy-
skytovat ve vyrobku nebo v okolni mikrofléfe. Z technologického
hlediska vyvolavaji tyto zmény piiznivé nebo nepiiznivé Gc¢inky.
Pfiznivy Gcinek se projevuje pii zpracovani masa, syr nebo pii
zrani mouky. V cukrovarnické technologii je tento proces nepii-
znivy a vede k enormnim kvantitativnim a kvalitativnim ztratdm.
Aktivita enzym je spojena s vyskytem tmavé hnédych polymert
chinonu, vznikajicich v cukrovarnickych meziproduktech. K zame-
zeni tohoto jevu bychom méli nase zkoumani zaméfit na enzymy,
které jsou za né¢j odpovédné a minimalizovat jejich nezadouci
aktivitu. Enzym, ktery zpasobuje hnédnuti, je v mezindrodnim
EC systému (5) veden jako EC 1. Za oxidoreduktizy se oznacuji
enzymy, které katalyzuji oxida¢ni a reduk¢ni reakce. Jsou pfitomny
v mitochondriich a vytvifeji skupinu mitochondridlnich enzymu.
Maji Gcast pri dychani rostlinnych a Zivocisnych bunék. Jinou
skupinu enzym( pfedstavuji extramitochondrialni enzymy (26,
16, 13). Jejich hlavni dlohou je transport protona a elektrona
z o-fenolt nebo p-fenolt na kyslik za pifitomnosti vody, ktera je
soucasné produktem reakce. Tyto typicky rostlinné enzymy se
vyskytuji v membrinich stén bunék (14, 3). Oxidazy jako o-difenol
oxidazy nebo katecholazy oxiduji o-difenoly na o-chininy a rovnéZz
katalyzuji hydroxylaci monofenoli do polohy orto, obé tyto reakce
mohou probihat soucasné (obr. 1.) (11, 19); o-difenol oxidiza
je velmi aktivni enzym, ktery pfi kontaktu s kyslikem reaguje
bezprostiedné se slouc¢eninami obsahujicimi fenolovou skupinu,
coZ zpUsobuje tmavnuti tivy jako dusledek tvorby melaninovych
barviv (obr. 2.). Pfi vyrob¢ sirupu to vede k vytvofeni nezadouci
hnédé barvy, kterd je spotiebitelem hodnocena jako nepiizniva.
Barviva jsou odstrariovana pii ¢efeni, avSak ucinkem pouZiti vaipna
dochazi k vyznamnému poskozeni organoleptickych vlastnosti
sirupu. Proto je dulezité snizit aktivitu zminéného enzymu na mi-
nimum v co nejkratsi dobé.

Obr. 1. Schéma oxidace o-difenolu pomoci o-difenol oxidazy (11)
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V cukrovarnictvi se smés makromolekularnich sloucenin
vytvofena enzymatickou oxidaci derivata fenoll s jednou ¢i vice
hydroxylovymi skupinami nazyva melaniny. Melaniny se v po-
rovnani s ostatnimi barvivy vyskytuji nejcastéji. Vznikaji pfi fezani
fizku z fepy. Rizky rychle tmavnou na povrchu — z bilé na krémo-
vou az hnédou. K podobné zméné barvy dochazi u surové stavy.
K barvivim vytvofenym v cukrovaru patii také karamely, barevné
produkty rozkladu invertniho cukru a melanoidinti. Zahrnuji smés
obtizné identifikovatelnych chemickych sloucenin se slozitou mo-
lekuldrni strukturou a s raznou chemickou a fyzikalné-chemickou
povahou (4). Pfi vyzkumu chemickych zakladu tvorby barviv bylo
7zjisténo, Ze ndrust barvy §tavy zavisi na téchto faktorech (8, 24):
- dobé technologickych jednotkovych operaci,

- teploté,

- pH,

- obsahu susiny,

- obsahu redukujicich liatek a aminokyselin.

Tyto poznatky jsou stdle vice vyuzivany v postupech, které
eliminuji nebo zabranuji vzniku polyfenol oxiddz v surovém
materidlu (9). Existuje rozsdhla literatura o metodach enzymové
inaktivace. Mezi mnohymi znimymi inaktivaénimi metodami
muzeme zminit:

- tepelnou inaktivaci enzymu — blansovani, které predchazi dalsim
krokam technologického procesu (1, 2, 6),

- sorpci na bentonitu (9),

- snizeni pH prostiedi (10, 9),

- aplikaci inhibitort, napf. SO, (17), benzodtu (9), organickych
kyselin (22), pfirodnich inhibitord — medu (17),

- pusobeni ultravysokého tlaku (ultra high pressure — UHP) (13, 21),
oxidu uhli¢itého za zvySeného tlaku (22) a vysokého hydrosta-
tického tlaku (high hydrostatic pressure — HHP) (18),

- kombinované metody, napf. snizeni pH a blansovani (1, 6, 10,
20 13).

Obr. 2. Schéma tvorby melaninovych barviv (11)
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Obr. 3. Zmény aktivity o-difenol oxiddzy v pribéhu zahfivani

Obr. 4. Zmény aktivity o-difenol oxidazy pfi zahrivani, v log. méritku
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Avsak ne vSechny zminéné metody nasly vyuziti v cukro-
varnictvi. Nékteré z nich vyzaduji specidlni zafizeni a nalezité
provozni podminky, napf. metoda UHP, jejiz zavedeni stoji
vysoké vydaje, které Casto pfevdzi nad moznymi vyhodami.
Tepelna inaktivace se zda byt jednou z optimdlnich metod.
To 1ze dolozit nékolika dulezitymi argumenty:

- proces mize byt realizovin ve spafovacim misidle, kde dochazi
k tepelnému ohfevu, nebo v extraktoru, kde probihd denatu-
race fepné tkané; proces realizovany v anaerobnim extraktoru
zabranuje pfistupu vzdusného kysliku do fizku,

- moznost iidit inaktivacni procesni parametry, tzn. teplotu a ¢as.

Bylo by rovnéz efektivni pouzivat kombinované metody,
zvlasté snizeni pH a zvySeni teploty nebo blansovani fizku. Ale
musi byt zvazeny dalsi faktory, napf. ze pfilis vysoka teplota ¢i
pfilis nizké pH mohou vést k inverzi cukru — nezidoucimu jevu
v této fazi vyroby. Jednou z nejlevnéjsich a relativné snadno
adaptabilnich metod v cukrovarnické technologii je tepelnd
inaktivace. Ta umoznuje rychlou a efektivni inhibici nezadouciho
pusobeni enzymu.

Cilem tohoto vyzkumu bylo ur¢it aktivitu oxidoreduktaz
v meziproduktu cukrovarnické technologie a charakterizaci zkou-
manych enzymu. Rozsah bdddni zahrnoval stanoveni aktivity
o-difenol oxidazy v fizcich pied a po tepelné inaktivaci a porov-
ndni barvy ziskanych surovych §tiv. Charakterizace enzymu se
tykala urceni optimalni provozni teploty a termostability. Vyzkum
zahrnoval rovnéZ urceni Gcinku inaktivace enzymu na barvu
surové §tavy. Zkoumdni byla zvlast vyznamna v experimentech
tykajicich se t€zeni surové Stavy z fepy. Vyznamnym cilem bylo
odstranéni specifického zdpachu a ziskdni cukerného sirobu
o vysoké Cistoté (12).

Pouzita metoda

Testovanym materidlem byla cukrovd fepa z kampané
2008/2009 skladovana v pisku do kvétna 2009.

Enzym byl z cukrovky extrahovin metodou GONzALEZE ET AL. (7).
Aby byl ziskian extrakt, bylo dezintegroviano 10 g fizk( a do-
plnéno 0, 05M fosfatovym pufrem o pH 7, 0 na objem 50 ml.
Extrakce byla provdadéna 2 hodiny pii teploté 4 °C, poté byl
vzorek odstiedén.
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Gonzalezova metoda je zaloZena na spektrofotometric-
kém stanoveni barevnych produktt kondenzace o-chinonu
vytvofeného jako dusledek oxidace pyrokatecholu. Stanoveni
enzymové aktivity spo¢iva v méfeni absorbance reakéni smeési
obsahujici pyrokatechol a enzymovy extrakt v zdvislosti na ¢ase.
Jednotka aktivity o-difenol oxiddzy je definovana jako pfirtstek
absorbance o 0, 01 za 1 min pfi experimentilnich podminkach.
Nirust absorbance po 2 min byl nahrivan na spektrofotometru
pfi vinové délce A = 420 nm. Reakce zapocala v momentu pii-
davku enzymového extraktu k roztoku pyrokatecholu. Aktivita
o-difenol oxiddzy byla vypoctena podle rovnice:

AA- Vinix

extr * chzymc

Act = T I/enzyme' Mprod 0701
kde Act - enzymaticka aktivita (U.g™ prod.)
AA - prirastek absorbance v Case,
Venayme — Objem roztoku enzymu pro reakci (1 mb,
Viix  — objem reakéni smési (6 mb),
Ve — oObjem enzymového extraktu (ml),
Repoyme — zfedéni roztoku enzymu pro reakci,
Myoa  — navizka (g),
0,01 - prepoctovy faktor pro jednotku aktivity,
T — reak¢ni doba (2 min).

K urceni optimalni teploty reakce byla méfena shora po-
psand enzymova aktivita po pfedchozi inkubaci fizka ve vodni
lazni pfi vhodné teploté. Reakce probihaly pii teplotich 60-90 °C
v intervalech 10 °C. K uréeni tepelné stability o-difenol oxidazy
byly fizky inkuboviny pii teplotich 60, 70, 80, 90 a 115 °C
po ur¢enou dobu. Pro teploty 60-90 °C byla volena tato doba
10-60 min, pro 115 °C jen 15 min. Z nahfatych fizka vystavenych
enzymatické inaktivaci byla extrahovana surova $tava v difuzéru
sestavajicim ze tif nddob. VSechny vzorky byly extrahovany za
stejnych podminek (80 °C, 30 min) (25).

Vysledky a diskuse
Uginek teploty a éasu na aktivitu o-difenol oxiddzy
Z experimentu vyplyvd, Ze pocitecni enzymova aktivita

o-difenol oxidazy se lisila u nasledujicich vzorku fizku a nabyvala
hodnot 7000-12000 U.g™ (tab. 1.). To bylo zpusobeno tim,
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Tab. |. Zavislost inaktivace o-difenol oxidazy na case a teploté
Gislo Teplota Cas Aktivita
vzorku (°C) (min) (%) (U.g™
0 100,00 11 377
10 96,75 11 007
20 94,72 10776
1 60 30 92,95 10 575
40 90,00 10 239
50 85,69 9746
60 70,41 8010
0 100,00 7 543
10 76,15 5744
20 73,82 5568
2 70 30 82,41 5462
40 68,69 5106
50 51,25 3 866
60 46,28 3491
0 100,00 7 863
10 77,69 6109
20 71,87 5651
3 80 30 62,16 4 388
40 39,93 3140
50 35,34 2779
60 18,47 1452
0 100,00 12108
10 84,49 10 290
20 63,02 7631
4 90 30 31,65 7 464
40 26,78 3242
50 17,30 2095
60 13,83 1674
s e 100,00 7437
15 15,92 1184

Ze kazda fepa byla charakteristicka svymi individualnimi vlast-
nostmi, véetné enzymové aktivity. AvSak pokud vyjadiime
zmény aktivity v procentech, mizeme pozorovat, Ze vSechny
testované vzorky zdvisely na ¢ase a teploté inkubace. Enzymova
aktivita klesala s vySsi teplotou a delsi dobou reakce. Grafy
na obr 3. a na obr. 4. ukazuji tepelnou stdlost a vliv teploty
na o-difenol oxiddzu. Po Sedesitiminutové inkubaci nejnizsi
aktivitu (<15 %) mél enzym v fizkdch zpracovavanych pfi
90 °C. Podobného vysledku (18 %) bylo dosazeno pii 80 °C po
stejné dobé inkubace. Teploty 60 °C a 70 °C nesniZovaly aktivitu
enzymu ani o polovinu.

Jako nejucinnéjsi se ukazal pruchod fizktl vodni parou pri
115 °C po dobu 15 min. Para inaktivovala enzym na 1184 U.g™,
zatimco pii 90 °C aktivita dosihla 1674 U.g™" aZz po 60 min.
Ani v jednom z piipadt nedoslo k 100% inaktivaci o-difenol
oxidazy. Experimenty umoznily provést pfedbézné porovnani
barvy surové Sfavy ziskané po tepelném zpracovini fepnych
fizka (obr. 5.).
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Organoleptické vyhodnoceni ziskanych surovych $tdv

Barva §tavy ¢. 1 byla tmava a naSedla. Vzhledem k této tmavé
barvé Stavy zpusobené piitomnosti barevnych melaninovych
sloucenin bylo obtizné urit Cirost §tavy. Ziskana barva plsobila
nepifjemné asociace, takze produkt bylo mozno oznacit jako
nepfitaZlivy. Stavy po inkubaci fizkt ¢. 2, 3 a 4 byly mnohem
svétlejsi, bez ucinku melanint a s vizudlné pfijemnou bar-
vou a Cirosti. V zavislosti na teploté inkubace se vzorky lisily
v barvé a zdkalu. Barva vzorkl pfechdzela z kastanové hnédé
(vzorek ¢. 1) pfes hnédou (vzorek ¢. 2) do zlutohnédé (vzorky
¢.3a4). Barvy vzorkl . 2, 3 a 4 navozovaly piijemné asociace.
Velmi tmavd barva vzorku €. 1 byla zpiisobena nejnizsi teplotou
inkubace fizku, tj. 60 °C, jejimZ dusledkem byla netplnd inaktiva-
ce o-difenol oxidazy. Vzorky ¢. 5 a 6 byly nejsvétlejsi — naZzloutlé.
Tyto surové stavy byly extrahovany z fizk( zpracovavanych pii
90 °C po dobu 60 min (vzorek ¢. 5) a pii 115 °C po dobu 15 min
(vzorek &. 6) (obr. 5.). Parametry tepelné oSetfené surové stavy
mély ndsledujici parametry: sacharizace 9-11 %, polarizace
8-9,5 % a Cistota 86,8-91,7 % (tab. II.).

Zavérec¢né poznamky

Na zikladé experimentilnich vysledkt mohou byt formu-
lovany nasledujici zavéry:

1. Aktivita o-difenol oxidazy je charakteristickou vlastnosti, ktera
zavisi na mnoha faktorech, mj. na skladovacich podminkach.

2. Technologické parametry fizk(, teplota a ¢as inkubacniho
procesu maji synergicky ucinek na enzymatickou aktivitu
o-difenol oxidazy.

3. Nejnizsi aktivity o-difenol oxidazy bylo dosazeno po inku-
baci pii teploté 80 °C a 90 °C po dobu 60 min. Alternativou
inkubac¢niho procesu je blansirovani.

4. Nejsvétlejsi barvu mély surové Stavy extrahované z fizku
inkubovanych pii teploté 90 °C po dobu 60 min nebo blan-
Sirované pii 115 °C po dobu 15 min.

Ziskané vysledky svédci o tom, Ze optimalni fizeni procesu
enzymatické inaktivace mize byt uskute¢néno nastavenim vhod-
né teploty a ¢asu. Uvazovand technologie by mohla byt pouzita
v cukrovarnictvi jako jeden z krokt vyroby sirupu z cukrové fepy.
Stava by méla vhodné organoleptické vlastnosti, tj. naZloutlou
barvu a pfijemnou vini.

Souhrn

V ¢lanku jsou predlozeny vysledky vyzkumu vlivu teploty a ¢asu na
aktivitu o-difenol oxiddzy, kterd se pfirozené vyskytuje v cukrové
fepé. Aby byla ur¢ena optimalni teplota a doba inaktivace enzymu,
byly fizky podrobeny tepelnému zpracovini pusobenim horkou
vodou a parou. Poté byla z fizkt extrahovina surovd Stava a barva
takto ziskanych $tav byla porovnina v zivislosti na enzymatické
aktivité o-difenol oxiddzy. Nejucinngjsi inaktivace enzymu byla prav-
dépodobné pii 115 °C po dobu 15 min. Stdva extrahovand za téchto
podminek méla nejjasnéjsi barvu. Experimenty potvrdily zdvislost
aktivity enzymu na teploté a case, a dale vliv o-difenol oxiddzy na
barevnou intenzitu extrahované stavy. Tato zjiSténi umoziuji dalsi
vyzkum ve vétsim méfitku v této oblasti.

Klicova slova: fepny sirup, barviva, blansirovani, enzymatické hnédnuti.

Prelozil Evzen Sarka
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Tab. Il. Susina, polarizace a Cistota surové $tavy

Gislo Teplota Sacharizace ‘ Polarizace ‘ Cistota
vzorku (oc) (%)
1 60 9,0 8,3 91,7
2 70 915 8,6 90,5
3 80 11,0 9,5 86,8
4 90 9,0 79 87,8
5 115 9,5 8,0 84,2
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Obr. 5. Surové stavy ziskané po tepelném zpracovani fizkd
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t=15min
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Konka W., Kucner M., Grabka J.: Inactivation of Oxidore-
ductases in View of Sugar Syrup Production

Results of studies on the effect of temperature and time on the
activity of o-diphenol oxidase which occurs naturally in sugar beet
are presented in the paper. To determine optimum temperature and
enzyme inactivation time cossettes were subjected to thermal treatment
with hot water vapor and water. After the thermal treatment, raw juice
was extracted from the cossettes and color of the obtained juices was
compared depending on the enzymatic activity of o-diphenol oxidase.
The most efficient enzyme inactivation in the experiments appeared
to be the one carried out at 115 °C for 15 minutes. Juice extracted in
these conditions had the brightest color. The experiments confirmed
dependence of the enzyme activity on temperature and time and the
effect of o-diphenol oxidase on color intensity of the extracted juices.
This gives good reason for further studies on a bigger scale in this area.

Key words: beet syrup, colored compounds, blanching, enzymatic browning.
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