Encimi v Zivilih

Encimi, ki jih dodaj; z procesiranja (Eksogeni)
<Encimi za pretvorbo ogljikovih hidratov
*Encimi za pretvorbo proteinov

*Encimi za pretvorbo lipidov

Encimi, ki so v zivilih (endogeni) in vplivajo na lastnosti zivil med procesiranjem in
skladi$¢enjem

*Polifenol-oksidaze

Peroksidaze

*Nekatere ostale oksidoreduktaze
Lipooksigenaze

*Hidroperoksid-liaze

*Mirozinaze

*Alinaze

*Endogene pektin-metilesteraze in pektinaze
*Endogene proteinaze

Encimi za pretvorbo ogljikovih hidratov

Encimi s katerimi transformiramo (hidroliziramo) krob

so-amilaze: a-1—4 glukoza (hidroliza-endo)

B —amilazae:a-1—4 glukoza (hidroliza-exo)

*Pululanaze (tudi klestilni encim):a-1—6 glukoza (hidroliza)

*Gluk ilaze (tudi amiloglikozidaza): a-1—>4 in a-1-6 glukoza (hidroliza)
Ciklomaltodekstrin-transferaze: a-1—4 glukoza (ciklizacija/hidroliza)

Encimi s katerimi transformiramo sladkorje

*Glukoza-izomeraze: glukoza<>fruktoza (izomerizacija)

*Glukoza-oksidaze: oksidacija glukoze na C1 ogljiku v cikli¢ni obliki

«Invertaze: B-1—-2 glikozidna vez med glukozo in fruktozo v saharozi (hidroliza)
*B-galaktozidaze:-1—4 glikozidna vez med glukozo in galaktozo v saharozi (hidroliza)
*B-glukozidaza:B-1—4 glikozidna vez med glukozama v celobiozi (hidroliza)

Encimi s katerimi transformiramo pektin

*Poligalakturonaze: a-1—4 galakturonska kislina (hidroliza)

*Pektin-metilesteraze: hidroliza metilnega estra galkturonske kisline v petinu
*Pektat-liaze in pektin-liaze: nehidroliti¢en razcep a-1—4 glikozidne vezi v pektinu

In mnogi drugi...

Amilaze

a-amilaze:

*Hidroliza a-1—4 glikozidnih vezi v $krobu znotraj verige (endo)

«Ca?* je stabilizator strukture; pH stabilnost 6-10; pH optimumi v obmo&ju od 4 do 7
*Rezultat hidrolize je hitro zmanj$evanje molekulske mase $kroba

*Tipi¢ni produkti so maltodekstrini z 2 do 12 glukoznih enot (odvisno od pogojev hidrolize in
izvora amilaz (glive delajo krajse oligosaharide kot bakterijske)

*Tehnolosko najbolj uporabljane so termostabilne o-amilaze iz rodu Bacillus (80 °C-110 °C).
 V rastlinskem svetu se a-amilaze aktivirajo (ekspresija) pri kaljenju semen in sodelujejo pri
razgradnji $kroba.

B-amilazae:

*Hidroliza a-1—4 glikozidnih vezi v $krobu. Encim spro$¢a disaharid maltozo z
nereducirajo¢ih koncev (ekso).

*pH optimumi v obmogju od 4 do 7

*Rezultat hidrolize amilopektina so molekule maltoze in visokomolekularni dekstrini, ki
vsebujejo (o-1-6 glikozidne vezi)

*B—amil ki se tehnolosk bljajo imajo pH optimume med 45 °C in 70 °C

*V rastlinskem svetu so B—amilazae stalno prisotne. Prispevajo k povegevanju sladkosti med
zorenjem sadja. So tudi klju¢en encim pri hidrolizi slada (jemen) v pivovarstvu.




Pululanaze in glukoamilaze

Pululanaze:

Zaradi hidrolize a-1—-6 glikozidnih vezi med glukozami se imenuje tudi klestilni encim.
*Dobro razgrajuje dekstrine, ki se nastali z delovanjem o in 3 amilaz (slab$e hidrolizira 156
glikozidne vezi v amilopektinu.

*Najdemo je v mnogih bakterijah, kvasovkah in v Zitih. Pomembno prispeva k tvori
sladkorjev pri jeémenovem sladu.

*Tehnolosko uporabne pululanaze mikrobioloskega izvora imajo ph optimum med pH 3,5 in
pH 6,5. Hitrost denaturacije se obutno poveca v obmocju med 55 °c in 65 °C. Nekatere so
aktivirane tudi s Ca?*.

*Nekatere pululanaze mikrobioloskega izvora imajo tudi a-1—4 hidroliti¢no aktivnost

Glukoamilaze (amiloglukozidaze):

Hidrolizira molekuule glukoze vezane z a-1—4
Ima tudi a-1—6 glikozidazno aktivnost (pocasi).
*Samo z delovanjem glukoamilaze lahko dobimo iz $kroba glukozo.
*Glukoamilaze so pretezno mikrobiolokega izvora.

*Imajo pH optimum med pH 3,5 in pH 5 in temeperaturni optimu okoli 60 °C.
*Uporaba v proizvodnji kouznega sirupa in piva.

likozidnimi vezmi z d jocih koncev.

Ciklomaltodekstrin-transferaze

*Encimi s §iroko paleto aktivnosti

«Katalizirajo intramolekularno in intermolekularno transglikozilacijo (prenos oligosaharidnih
enot znotraj molekule ali na druge molekule)

«Ciklizacijo heksa, hekta in okta saharidov (nastanek ciklodekstrinov)

*Prenos nekaterih drugih skupin na ogljikove hidrate kot so flavonoidi in askorbinska kislina

+ph optimum 5-6; termostabilne ciklomaltodekstrin-transferaze so stabilne do 90 °C
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Uporaba a-amilaz v pekarski industriji

*Dodatek encimov v testo (endogene a-amilaze so Ze prisotne v moki)

*Delna hidroliza $kroba z namenom zagotavljanja hrane za kvasovke med vzhajanjem kruha.
*Delovanje encima zmanj3a viskoznost testa, poveca se voumen, sredica kruha je mehkejsa,
zaradi Maillardove reakcije (reducirajoci sladkorji) je skorjica bolj zape¢ena.

«Zaradi delne hidrolize amiloze in amilopektina je ponovna delna kristalizacija polisharidov
upocasnjena (v manjsi meri pride do retrogradacije). Stroski v ZDA zaradi retrogradacije
dosegajo na letnem nivoju nekaj milijard $.

Pretirana hidroliza lahko vodi v nezaZzeljeno teksturo (gumijast in lepljiv kruh). Paziti je treba
na koli¢ino dodane o- amilaze in uporabiti termolabilne encime, saj o- amilaze ne smejo biti

aktivne v pe¢enem kruhu. Vazna je tudi specifi¢nost encimov, saj so zaZeljene a-amilaze, ki
dajejo daljse dekstrine.

Uporaba encimov, ki hidrolizirajo §krob v pivovarstvu

~amilaze so Ze prisotne v razli¢nih zrnih. V procesu priprave piva se dodatno dodaja
encime ki pospesijo hidrolizo Skroba v prazenih in zmletih zrnih

Kratek opis priprave sladu in drozganja:

*Zrnje se prepoji z vodo da nabrekne (lahko v rahlo alkalnem, da ni mikrobioloskih
okuzb)

*Nato nekaj dni kali (potece sinteza a-amilaze; $krob se pri¢ne hidrolizirati)
*Kaleca zrnja se nato pri zmerni temperaturi susijo (poteka delna hidroliza); nato pa

prazijo nekaj ur (okoli 100 °C), da dobimo dehidrirana zrna. Glede na tempearturo
obdelave je zrnje bolj ali manj temno (Maillard-svetlo/temno pivo)

*V pivovarni se praZena kaljena zrnja
zemeljejo in zmeSajo z vodo in se nekaj ur
inkubirajo pri 45°C do 65 °C. V tej fazi
(drozganje) se lahko dodajo tudi razliéni
encimi (amilaze, glukoamilaze, pululanaze),
ki pomagajo hidrolizirati $krob. V tej fazi
poteka tudi hidroliza proteinov z endogenimi
proteazami.

Encimi, ki pretvarjajo sladkorjel

Glukoza-(ksiloza) izomeraza:

*Eden najpomembnejsih encimov v tehnologiji OH (fruktoza je bolj sladka od glukoze 1,7x)
*Encim potrebuje kofaktorje (Mn2*, Mg2*; Co?*)

*V praksi je najveckrat kovalentno vezan na kolono (imobilizirani encimi).

*Rekaija poteka tako, da se gost glukozen sirup (50%) pri pH 7,5 spusti skozi kolono.
Temepratura je okoli 60 °C (Ceprav je encim glivnega izvora stabilen tudi do 80 °C-
zmanj$evanje stroskov zaradi denaturacije)

*Iz kolone pritece sirup v katerem je okoli 45% fruktoze
*Tehnoloski problemi so povezani predvsem s termi¢no stabilnostjo encima (Maillard)

Glukoza-oksidaza:

*Oksidacija glukoze v cikli¢ni obliki (obmogje aktivnsoti od pH 4,5 do pH 7,5; termi¢na
stabilnost do 60 °C)

Aplikacije

*Oksidacija glukoze v jajénem beljaku pred shranjevanjem (preprecevanje porjavenja)
*ZmanjSevanje vsebnosti kisika v pakirani embalazi

*Dodatek v zobne paste (nastanek peroksida v ustni votlini, antimikrobni u¢inek)
*Dodatek v testo (zaradi nastanka oksidantov, poteka oksidacija cisteinov -bolj &vrst kruh)




Encimi, ki pretvarjajo sladkorje 2

Invertaza:

«Katalizira hidrolizo saharoze v glukozo in fruktozo

*Veliko $tevilo izoencimov v rastlinskem svetu ( razli¢ni pH optimumi; 4-8)

*Velika prednost encima je, da je aktiven pri izjemni osmolarnosti (30 mol/l saharoze!!!)
*V uporabi so predvsem encimi iz kvasovk (izdelava “umetnega medu™; priprava sladic s
teko&im centrom)

*Posledica hidrolize saharoze je tudi zmanj$ana vodna aktivnost in povecana
mikrobioloska varnost

B-galaktozidaza (laktaza):

Katalizira hidrolizo laktoze v glukozo in galaktozo

*Komercialni encimi (bakterije, glive, kvasovke imajo pH optimume v obmo¢ju od 2,5 do 7,5
*Encimi so aktivirani z Mg?* in imajo temperaturne optimume do 60 °C

Aplikacija

*Povecevanje sladkosti

*Povecanje reduktivne mo¢i

*Hidroliza laktoze zaradi preprecevanja kristalizacije (sladoled)

*ZmanjSevanje vsebnosti laktoze zaradi laktozne intolerance

Encimi, ki hidrolizirajo pektin (pekti¢ni encimi)

Poligakturonaza:

*Hidroliza glikozidnih vezi v pektinu

*V uporabi so encimi gliv (A. Niger); pH optimum 3,5-6; stabilnost do 55 °C

*Encim je uporaben za bistrenje raznih sokov in vina (zmanjsa se viskoznost, delci se posedejo.
*Boljsi so tudi izkoristki pri stiskanju raznih bistrih sokov (jabol¢ni), saj se vsebina celic lazje
sprosti.

0
Pektin-liaza (kislina) in pektat-liaza  © 3—oc»3 o ST%Hy
(ester): W v
*Nehidroliti¢en razcep glikozidne vezi o
dveh galakturonskih kislin, oziroma H
metilnih estrov v pektinu

*Pektat-liaza ima pH optimum okoli 9;
pektin-liaza okoli 6 (bolj uporaban)
*Podobna aplikacija kot

poligalakturonaza H

Pektin-metilesteraza

*Hidroliza metilnih estrov galakturonske kisline v pektinu

*Ostala imena (pektaza, pektinesteraza, pektin demetilaza)

*Pektin-metilesteraze se razlikujejo v substratni specifi¢nosti (zatetna metiliranost
pektina) in poteko hidrolize (toc¢kasto, kontinuirno) Mo¢no demetiliran pektin se v
prisotnosti kalcija posedejo na dno (bistrenje sokov)

*Glivni encimi, ki so v uporabi imajo pH optimum 4-6 (rastlinski 6-8, kar je previsoko
za sadje) in termi¢no stabilnost do 70 °C
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Uporaba encimov, ki razgrajujejo pektin
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Proteinaze-klasifikacija
Encimska aktivnost: Katalizirajo hidrolizo peptidnih vezi v proteinih

Alternativna poimenovanja: proteinaze, peptidaze, proteaze, proteoliti¢ni encimi

Klasifikacija glede na aminokislino v aktivnem mestu/tip katalize:
Serinske proteinaze

«Cisteinske proteinaze

*Metalo proteinaze

*Aspartatne proteinaze

Klasifikacija glede na mesto cepitve proteinskega/peptidnega substrata
*Endoproteinaze
*Eksoproteinaze (aminopeptidaze in karboksipeptidaze)

Funkcije v organizmih: protein recycling (hidroliza “izrabljenih”, telesu lastnih proteinov),
aktivacija razli¢nih proteinov (velika vloga v regulaciji procesov), prebava...

Protienaze so bolj ali manj specifi¢ne (npr. hidroliza za bazi¢nimi AK v proteinu)

Priprava proteinskih hidrolizatov

Namen:

Izboljsava funcionalnih lastnosti (topnost, penjene, emulgatotske lastnosti)
Zmanj$anje alergenosti (razgradnja epitopov, ki jih prepoznajo protitetelesa)
Povecanje prehranske vrednosti (bioaktivni peptidi, lazja prebavljivost)

Stopnja hidrolize:
DH (degre of hydrolysis): delez peptidnih vezi (%), ki so hidrolizirane v proteinskem substratu
po delovanju proteinaz

Protease Type Specificity
Elastase Endoproteinase  Ala—ag; Gly—aa
Bromelain Endoproteinase  Ala—az; Tyi—aa
Trypsin Endoproteinase  Lys

Chymotrypsin Endoproteinase  Phe—aa; Trp—a; Ty=

Pepsin Endoproteinase  Leu—za; Plie—aa

V-8 protease Endoproteinase  Asp—ea; Glu—aa

Thermolysin Endoproteinase  aa—Phe; az—Leu

Aleaase Endoproteinase  Nomspecilc

Papain Fndopratcinase  Lys—aa; Arg—an; Phe—na; Gly—an

Prolylendopeptidase  Endoproteinase  Pro—aa
Subtlisin A Endoproteinase  Nozspecite




Razmerje med stopnjo hidrolize in tehnolo$ko/prehranskimi lastnostmi

L

DH < 10 %: Izboljsava funkcionalnih lastnosti p ih s penjenjem in
Ceprav dobro tvorijo pene in emulzije, le-te pogostokrat niso najbolj stabilne. Od vseh
delno hidroliziraranih proteinov le Zelatina (delno hidroliziran kolagen) tvori gele.

H ~ 10: 1zboljsanje topnosti. Proteini pogostokrat niso topni v zelo §irokem pH obmogju
““denaturacija”. Pogostokrat pride do obarjanja v kislem ph-ju (3-4). Krajsi peptidi so
najveckrat dobro topni v tem pH obmogju (kot rezultat hidrolize se uvajajo ionizirajoce
skupine; terminalna amino in karboksilna)

DH > 50%: Hipoalergenska hrana (dojencki), klini¢na prehrana (po sondi; mozno tudi
direktno v Zilo); prehrana za $portnike (hitra resorpcija)

Grenkost proteinskih hidrolizatov

Doloceni peptidi, dolgi nekaj AK, ki vsebujejo veliko hidrofobnih AK so pogostokrat grenki.
Grenki so tudi mnogi hidrolizati prehransko bogatih proteinov (kazeni, sojini proteni, proteini
jajénega beljaka. Manj grenki so hidrolizati kolagena (ki pa ima zal majhno prehransko

vrednost).

Pristop za zmanjSevanje grenkosti:
Dodatna obdelava proteinskih hidrolizatov z meSanico aminopeptidaz in karboksipeptidaz, ki
skrajsajo grenke peptide in odceplajajo hidrofobne AK s koncev peptidov (npr. Flavourzyme).

Problem grenkih peptidov v siru:

Starani siri so pogostokrat grenki, saj se tvorijo krajsi hidrofobni peptidi. Za razgrenjevanje se
lahko doda baktrerijske seve, ki imajo mo¢no eksopeptidazno aktivnost. Sprodc¢ene proste AK.
tudi pozitivno vplivajo na razvoj arome.

Uporaba proteinaz v obdelavi Zivil 1

Sirjenje mleka:

Aspartatna proteinaza kimozin, ki se nahaja v prebavnem traktu telickov se uporablja za
sirjenje mleka v proizvodnji sira. Najprej se doda starterske mikrobiloske kulture, ki znizajo
pH mleka na 6, nato se pri 40 °C do 45 °C doda kimozin, ki po delni hidrolizi sprozi
obarjanje kazeina. Ostanek kimozina v siru poleg bakterijskih proteaz prispeva k razvoju
arome. Uporabljajo se tudi rekombinanti (genestko modificirani) kimozini. Za sirjenje
mleka se uporabljajo tudi nekater druge proteinaze, ki imajo manjso hidroliti¢no mo¢,
vendar tvorijo tudi manj grenskih peptidov

Meh&anje mesa:

Da pospesimo mehéanje mesa zaradi endogenih proteinaz se lahko doda tudi eksogene
proteaze. Uporabne so predvsem nekatere cisteinske endopeptdiaze (papain, ficin). U¢inkovito
hidrolizirajo proteine vezivena tkiva kot sta kolagen in elastin (reduktivni pogoji-post mortem).
Encime se doda na povrsino v obliki praska, ali pa se jih v slanici vbrizga v notranjost tkiva.
Lahko se jih tudi vbrizga v Zilo Zivali nekaj minut pred usmrtitvijo (enakomerna razporeditev).
Ker so relativno termostabilne pride do meh¢anja mesa tudi na zacetku kuhanja.




Uporaba proteinaz v obdelavi Zivil 2

Bistrenje pi|
V pivu se lahko pojavijo meglice, ki so posledica kompleksov taninov in proteinov. Tvorbo

taksnih kompleksov lahko prepre¢imo z dodatkom proteinaz (papain, bakterijske, glivne
proteinaze) pred konéno filtracijo piva. Proteinaze se denaturira s pasterizacijo.

Proteaze se laho doda tudi med drozganjem, da povecajo topnost proteinov/peptidov, ki so
hrana kvasovkam med fermentacijo.

Uporaba v pekarski industriji:

'V dolo¢enih primerih je zazeljena delna hidroliza glutena. Delna hidroliza rezultira v ve¢jemu
volumnu vzhajanega testa. Pecen kruh ima vegji volumen, bolj enakomerno sredico in je
mehkejsi. Encimi so aktivni tudi nekaj ¢asa med peko (denaturacija). Prekomerna hidroliza
rezultira v tdrem kruhu, ki ne bo dovolj vzhajal (porusi se glutenska mreza).

Hidroliza je uporabna tudi pri izdelkih, kjer je zaZeljeno bolj mehko testo, ki se lazje oblikuje

(pica, vaflji, piskoti)

Transglutaminaze

AKtivnost transglutaminaz:
Encimi, ki katalizirajo kovalentno povezovanje verig preko
Najveckrat pride do kovalentne povezave glutaminske kisline na enem proteinu in lizina na

1 s Anit 1 )

kisline

drugem proteinu. Rezultat reakcije so spojine z veliko molekulsko maso

Uporabnost transglutaminaz v Zivilstvu:

*V proizvodnji jogurta se dodajo v zadtni fazi,da se poveca ¢vrstost gela. Zmanjsa se tudi
sinereza-izlotanje vode.

«Ce je zazeljeno bolj Evrsto testo, se lahko to doseZe z dodatkom transglutaminaz
*Ocvricevanje surimi-ja (drobno zmleto meso-uporabno za razne imitacije predvsem
morske hrane)

*Povezovanje del¢kov mesa (klobase, “dorucki™)

Priprava bolj ¢vrstih rezancev

Lipaze-encimi, ki delujejo na lipide na fazni meji

Encimi katalizirajo hidrolizo esterske vezi, ¢e so ti del koloidnih agregatov ali micel
Klasi¢ne esteraze delujejo na vodotopne substrate
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Uporabnost eksogenih lipaz v zivilski industriji
*Spros¢anje krakoveriznih MK (razvoj ugodne arome)
P S¢anje MK znotraj triacilglicerolov




Uporabnost lipaz v sirarstvu in pekarstvu

Sirarstvo:

<Pri staranih sirih je zazeljena bolj pikantna aroma

*Dodamo lahko mikrobne lipaze, ki sprod¢ajo kratkoverizne MK (ketoni, aldehidi)
*Predoziranje lahko rezultira v milnatem okusu in grobi aromi

Pekarstvo:

*Mikrobne lipaze se relativno pogost doatek pri pripravi testa

«Izbolja se volumen, sredica je bolj uniforma in zra¢ni mehur¢i v kruhu ostanejo vedji
«Izbolj$an lastnosti so posledica nastanka monoacil in diacilglicerolov, ki so dobri
emulgatorji ter delno hidroliziranih fosfolipidov

«Zaradi nastanka emulgatorjev se upocasni tudi retrogradacija $kroba (kruh ostane svez
dalj ¢asa)

*Manjsa potreba po dodatku emulgatorjev v testo (“kupcu prijaznej$a” deklaracija)

Kemijske modifikacije lipidov z lipazami

Reakcije hidrolize in ponovne tvorbe estrskih vezi v TAG potekajo pri manj kot 1% vode
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Nekatere ostale aplikacije encimov v Zivilstvu

Ureaza (hidroliza seénine):
Dodaja se v mleko, da se prepre¢i nastanek toksi¢nega etilkarbamata

Katalaza (hidroliza vodikovega peroksida):

ga mikrobilosko stabilizira. Prebiten peroksid je potrebno nato odstraniti.

Tiol-oksidaza (oksidacija SH skupin v proteinih):
Dodatek v testo, kjer posepsi tvorbo disulfidnih vezi v glutenu, kar privede do bolj ¢vrste
glutenske mreZe in vegje viskoznosti.

Lip i (uvajanje ksidov na lipide):
Dodatek v testo (povecaje oksidativne moci). Podoben posreden u¢inek kot tiol-oksidaza.

Lahko se doda malo sojine moke, ki je bogata z lipooksigenazami.




Imobilizirani encimi- zmanj$anje stroskov in izbolj$anje stabilnosti

+Encimi, ki so vezani na
neko v vodi netopno,
inertno povrsino.

*Encimi zadrzijo svojo
aktivnost, in so zaradi
imobilizacije pogostokrat
bolj stabilni

*Dodajamo ali odstranimo
jih iz reakcijske meSanice,
mozno je izvesti
kontinuirni postopek in jih
veckrat uporabiti.

«Aplikacija
glukoza-izomeraza
B-galaktozidaza
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Figure 10-22 Methods of Immobilizing Enzymes. Source: From FLH. Weetall, Immobilized Enzyme
and Their Application in the Food and Beverage Indusiry, Process Bioche., Vol. 10, pp. 3-6, 1975.

Encimi v Zivilih

«Encimi so v tkivu pogostokrat lokalizirani in lo¢eni od substratov

+Lokalne koncentracije encimov so lahko zelo velike

*V “normalnih” razmerah so lahko encimi nekativni oziroma je njihova aktivnost mo¢no
regulirana (inhibitorji, cimogeni, odsotnost kofaktorjev, odsotnost substratov)

P iranje in fizioloske

be v Zivilih lahko privedejo do porusenja tega

razmerja

<Encimi se lahko aktivirajo, pridejo v stik s substratom ali pa izgubijo aktivnost

(denaturacija, inhibicija)

*Rezultat delovanja encimov je vecplasten. U¢inki so lahko zaZeljeni in prispevajo k
tipiéni aromi in teksturnim lastnostim.

*Pogostokrat so spremembe nezazeljene, saj rezultirajo v velikih strukturnih spremembah,
zmanjSujejo prehransko vrednost in dajo izdelku nezaZeljene organolepti¢ne lastnosti

(aroma, barva)

Fenol-oksidaze (polifenol-oksidaze)-PPO

OH

CHy

o]
OH 0
+ I/202 I t Ha0
CHy

monophenol + Oy 4+ 2H" — o-diphenol + H,O

o-diphencl + 10, — o-quinone + 1,0

*Encimi so razsirjeni v mikroorganizmih, rastlinah in zivalih (kozni pigmenti)

*V rastlinah je njihova osnovna funkcija zas¢ita pred patogeni

*Mehanska poskodba rezultira v izlitju PPO iz kloroplastov in njihovi aktivaciji. Pridejo v stik
s polifenolnimi substrati (vakuole) in jih pri¢nejo oksidirati v kinone.

*PPO potrebujejo za aktivnost Cu?* ione (kofaktor); O, je poleg polifenolov substrat v reakciji.

*PPO so aktivne med pH 4 in 7; temperaturni optimum (do 50 °C); relativno pocasni se
denaturirajo, zato so aktivne nekaj minut tudi pri T nad 70 °C (problem rusenja membran pri
6

0 °C)




U¢inki polifenol-oksidaz (Zeljeni in nezaZeljeni)
Encimsko porjavenje (\
€ S 2 >
-

*Mehanske poskodbe rastlinskih tkiv privedejo do povrsinskega porjavenja, ki je zelo
nezaZeljeno pri svezem sadju in zelenjavi. Porjavenje poskodovanega sadja in zelenjave na
mestih poskodbe se $e dodatno pospesi (na nivoju dni) zaradi intenziviranja biosinteze
polifenolov

+Z oksidacijo nastali kinoni so reaktivne molekule in polimerizirajo v visoko molekularne
produkte, ki so temno rjavo obarvani. Reakcija polimerizacije ni encimsko katalizirana.
*Do oksidacije polifenolov v kinone (in nadaljnje polimerizacije) pride tudi tudi pri termi¢ni
obdelavi na rahlo povisani temperaturi (60 °C), ko se membrane poskoduje PPO pa je Se
vedno nekaj minut aktivna.

*Encimsko porjavenje je prisotno tudi pri porjavenju raznih sokov pred termi¢no obdelavo.

*Med zivalskimi tkivi pride do n porjavenja (tock ) raki

*V dolocenih primerijh je encimsko porjavenje tudi zaZeljeno (¢rni ¢aj, kakav, rozine, suhe
slive).

Kako prepreciti (upocasniti) encimsko porjavenje?

*Termi¢na obdelava zivil pred shranjevanjem (blansiranje)

*Zmanj3anje koncentracije kisika (pakiranje v modificirano atmosfero, oblivanje z raznimi
sladkornimi sirupi (zmanjsa se dostop kisika). Problem pakiranja zivih tkiv je, da jih ne
smemo pakirati v atmosfero brez kisika-anaerobni procesi.

*Dodatek reducentov, ki reducirajo kinone nazaj v polifenole (askorbinska kislina, sulfiti,
cistein)

*Dodatek kelatorjev dvolalentnih kationov (citrat, oksalna kislina), ki veZzejo Cu?* in zmanj$ajo
njegovo koncentracijo v aktivnem mestu.

*Dodatek ihibitorjev (CI, F~; inhibirajo PPO)

*Nizanje pH (PPO so zelo slabo aktivne pri pH manj$em od 3): Idelana kombinacija za
preprecevanje porjavenja je npr. limonin sok (3 v enem —nizek pH, citrat, askorbinska kislina)

o=c =
0 ] OH &1
ouicEe oM 0=C |
+ Ho-€ —_ + o=t i
{
H—C H=C
CH3 1 CHB 1
HU—?H HO-CH
i
CHZOH CHEOH
L-Ascorbic acid L-Dehydro-

ascorbic acid

Peroksidaze

*Encimi, ki katalizirajo oksidacijo razli¢nih substratov z vodikovim peroksidom (H,0,)
*2AH + H,0, = 2H,0 + 2A*

*Naravni substrati za perokisdaze so zelo razli¢ni (polifenoli, askorbinska kislina, NADH,..)
*Funkcija encimov ( tvorba in razgradnja lignina, za$¢ita pred mikrobi, zmanjsanje celi¢ne
koncentracije H,0,, vloga v celi¢ni signalizaciji)

+V aktivnem mestu so Fe ioni (3*/5%)

*pH obmog¢je aktivnosti je Siroko 2-10, optimum okoli pH 5

Rastlinske peroksidaze imajo temperaturni optimu najveckrat okoli 50 °C, vendar so
termicno zelo obstojne, saj je hitrost denaturacije zelo majhna tudi pri mo¢no povisani
temperaturi-blizu vrelis¢a
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Peroksidaze v Zivilih

«Ceprav peroksidaze lahko oksidirajo enake substrate kot PPO, njihova vloga v encimskem
porjavenju ni popolnoma jasna. Probleme lahko predstavlja le v dolo¢enih primerinh (npr.
globinsko porjavenje ananasa)

*S tehnoloskega vidika so peroksidaze zaradi dobre termi¢ne stabilnosti dober indikator
ucinkovitosti nekega termi¢nega postopka- npr. blansiranje (Ce so se denaturirale
peroksidaze, so se tudi drugi encimi)

*Zanimivo je, da se peroksidaze v dolo¢eni meri lahko renaturirajo po termi¢ni obdelavi
(refolding, je temperaturno pogojen)

*Peroksidaze lahko katalizirajo dolo¢ene reakcije, ki vodijo v razgradnjo betalainov (rdeca
pesa) in razbarvanje klorofilov

*Denaturirane peroksidaze lahko tudi posredno predstavljajo problem, saj Fe ioni niso ve¢
vezani v aktivnem mestu in lahko odddisocirajo v raztopino, kjer katalizirajo razne
oksidacijske procese (neprijetna aroma zaradi oksidacije lipidov)

Renaturacija termi¢no denaturirane
~peroksidaze pri razli¢nih temperaturah

STORAGE TIME - HOURS

Lipooksigenaze

Lipooksigenaze najdemo v rastlinah, Zivalih in pri glivah

*Vklju¢ujejo molekularen kisik v molekulo substrata (najveckrat lipidi z dvojno
vezjo)

<Pri rastlinah imajo funkcije v regulaciji razvoja in rasti, obrambe pred
mikroorganizmi in v procesih staranja. V zivalskem metabolizmu so vkljucene v
biosintezne poti prostangaldinov in leukotrienov (arahidonska kislina).

*Pri rastlinah je poznanih veliko razli¢nih izoform, ki se razlikujejo v celiéni
lokalizaciji, substratni specifi¢nosti in pH optimumu (nevtralno do rahlo alkalno).
*V aktivnem mestu encima so Fe ioni (2/3%)

*Najpomembne;jsi substrat za lipoksigenazo v Zivilskih sistemih je linolenska
kislina (Cyin C,3)

*Oksidirane MK so nestabilne in v seriji razli¢nih reakcij razpadejo na hlapne
produkte (aldehidi in ketoni)

Lipooksigenaze v Zivilih

Encimska aktivnost lipooksigenaz v Zzivilih je najveckrat nezazeljena

*Razvoj nezazeljene arome (Zarkost) razne zelenjave (soja, koruza, grasek), ki
vsebujejo mnogo lipookisgenaz-tudi v skrinji

*Oksidacija karotenoidov (razbarvanje)

Encimska aktivnost lip Zelj
«Zatradi oksidacije pigmentov je kruh bolj bel, reakcije polimerizacije lahko
rezultirajo v boljsih viskozielasti¢nih lastnostih testa

Ksi e

je véasih 7

«Zazeljena aroma v svezih ribah (kasneje ne)

Pristopi za zmanj$evanje aktivnosti lipookisgenaz

*Termi¢na deaktivacija pred skladis¢enjem (blansiranje)

*Regulacija pH (najveckrat kisanje)

*Uporaba fenolnih antioksidantov (ki stabilizirajo, produkte nastale s peroksidacijo-
manj nezazeljenih hlapnih arom)

«Uporaba inhibitorjev (kelatorji Fe ionov, nekateri polifenoli-resveratrol)
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Hidroperoksid-liaze v Zivilih

*Katalizirajo pretvorbo peroksidov, ki so nastali z lipooksigenazo, v ustrezne aldehide in
ketone.

*Encimi, ki jih uvr§amo med citokrome (hem z Zelezom v aktivnem mestu). Tetramerni
encimi, vezani na membrano.

+Od ostalih citokromov se razlikujejo v tem, da v potek reakcije direktno ni vkljucen kisik,
ampak peroksid MK.

id-liaze je p krat zazeljeno, saj za razliko od neencimsko

dnje peroksidov jajo zazeljeni produkti, ki imajo za dolo¢ene rastline
tipi¢no aromo (banane, kumare, paradiznik, hruske).

*Delovanje hidre

*Obstaja velik trzni interes za genetsko modificirano sadje, kjer bi z ustreznim izborom
encimov vklju¢enih v pretvorbo lipidov (kipookisgenaze, hidroperoksid-liaze,desaturaze)
dosegli zeljene arome.

Glukozinolati in mirozinaza 1

Glucgsirolate Cemmen Enviched
R groups name souce
S nigrir Musiarc
Cabbage
Glucoraphanin Broccoli

Glucobrassicn  Cabbage

Progoitrin Brussels sprouts

Dehydicerucin  {Horsejradisn

*Rastline iz druzine kapusnic (zelje, brokoli, cvetaca, repa, go¢ino seme, hren...) vsebujejo
spojine, ki jih imenujemo glukozinolati (tioglikozidi).

*Po poskodbi rastlinskega tkiva pridejo glukozinolati v stik z encimom mirozinaza (B-D-
tioglikozidaza), ki katalizira hidrolizo glikozidne vezi. Obmocje pH aktivnosti 4-8;
temperaturna stabilnost do 70 °C.

*Pri tem nastajajo razliéni hlapni produkti, ki predstavljajo za3¢ito kapusnic pred razli¢nimi
rastlinojedci (neprijeten vonj, toksi¢ni za nekatere Zivali-naravni insekticidi)

Glukozinolati in mirozinaza 2

Zazeljeni ucinki glukozinolatov:
*Tipi¢na aroma (sveZze narezano zelje, hren, gor¢ica)

*Razgradni produkti nekaterih gluk (glukoraphanin—sulfurofam) imajo dokazano
antik i u¢inek, saj inducirajo razli¢ne encime za detoksikacijo prostih radikalov.

Nezazeljeni u¢inki
*V reakcijah razgradnje nastajajo tudi cianati, ki zmanjsajo absorbcijo joda (gol3avost). Danes
te nevarnosti prakti¢no ni (jodirana sol). Pozitivni u¢inki mo¢no prevladajo.

*Na potek hidrolize in nadaljnih pretvorb moc¢no vplivajo pogoji pri katerih potekajo reakcije.
Optimalno naj bi bilo nekaj minutno termi¢na obddelava na 60 °C (pH 5 do 8), kjer je
mirozinaza $e aktivna in kjer potece sinteza zaZeljenih produktov.

«Aktivator mirozinaze je tudi askorbinska kislina (v zelju je dosti vit C)
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Alinaze in razvoj arome (pri rastlinah iz rodu lukov-alium)

<Rastline iz rodu lukov vsebujejo zveplo vsebujoce spojine (npr. alicin); ki so derivati AK cistein
*Alinaze, encimi, ki razgarjujejo te Zveplo vsebujoce spojine, predstavljajo velik del mase
proteinov (npr 10 % vseh proteinov) v ¢esnu. Ko pride do poskodbe tkiva, reakcija prakti¢no
trenutno potece (v 1 minuti se pretvori do 90 % molekul substrata). Nastali alicin ima moc¢an
antimikrobni uc¢inek-naravni antibiotik.

*Tvorba hlapnih produktov je pomembna za razvoj tipi¢ne arome lukov, zato je potrebno pri
sharnjevanju procesiranaih lukov paziti, da se aktivnost alinaze ¢imbolje ohrani (liofilizacija).
*Domnevno pozitivnih u¢inkov uzivanja lukov povezanih z znizevanjem krvnega pritiska niso
uspeli dokazati

Endogeni encimi, ki vplivajo na strukturo pektina

Pravilna regulacija termi¢ne obdelave je klju¢na za ohranjanje strukturne integritete
rastlinskega tkiva.

Paradiznik:

Pri segrevanju paradiznika pri temperaturah nad 90 °C se ohranja struktura pektina.
Pardiznikova mezga ima ustrezno vikoznost in dobro veze vodo.

Pri segrevanju pri aturah 60-70 °C pekti¢ni encimi razgrajujejo
pektin. Izguba viskoznosti, izlo¢anje vode. Prednost teh razmer je bogatej$a aroma zaradi
delovanja lipooksigenaz in hidroperoksid-liaz (kompromis)

diznik

Krompir, kumare, paprika, korenje:

*Termi¢na obdelava pri T 50-60°C z namenom povecanja ¢vrstosti tkiva (30-120 min).
Pride do razapada celic. Pektin-metilesteraza hidrolizira estrske vezi.

*Tvorijo se nabite skupine, ki s spro§¢enim kalcijem iz celic (ali eksogeno dodanim)
prispevajo k ¢vrstejsi strukturi.

«Ce tako predhodno tretirano zelenjavo nato blansiramo, bo ostal bolj &vrsta.

*Posreden pozitiven u¢inek demetilacije je tudi, da pektin-liaza hidrolizira le glikozidne vezi
ob metiliranih galakturonskih kislinah.

Endogeni encimi, ki vplivajo na teksturo mesa

Protei S0 i z jem mesa post mortem

Kalpaini:

Cisteinske proteinaze, aktivirane s Ca?*, ki
se sprosti iz celic

aktivne pri neutralnem pH

p-kalpaini (aktivirani z nekaj pmol/l Ca2*)
m-kalpaini (aktivirani z nekaj mmol/l Ca2*)
Hidrolizirajo miofibrilarne in citoskeletne
proteine (najpomembnejsa vioga)

pH

Katepsini:

Cisteinske proteinaze, ki se nahajajo v
lizosomih (organeli)

35 aktivne v blago kislem pH-ju

Pert

Creatine
phosphate

"

Delay phese Rigo-phase  Resolution phase
Proteosom:
Proteinski kompleks, ki hidrolizira peptide
nastale z delovanjem kalpainov, na proste
AK (le malo prostih AK-aroma)
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