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Streszczenie

Oznaczano aktywno$¢ polifenolooksydazy (PPO) i B-glukozydazay w owocach takich, jak: truskaw-
ka, malina, porzeczka czerwona i porzeczka czarna. Z kazdego rodzaju owocu wybrano 3 odmiany. Do
oznaczenia stosowano metody spektrofotometryczne. Substratem w reakcji enzymatycznej byty katechol
dla PPO i p-nitrofenolo”™-D-ghikozyd dla B-glukozydazy. Zbadano réwniez wptyw pH i temperatury na
aktywnos$¢ tych enzyméw oraz ich termiczna inaktywacje.

Aktywnos$¢ PPO stwierdzono jedynie w truskawkach odmiany Senga-Sengana i Ducat, a aktywno$¢
B-glukozydazay w truskawkach Senga-Sengana, Ducat, Marmolada i malinach Canby, Beskid, Seedling.
Optymalne warunki dla dziatania PPO byty nastepujace: pH 4,5 i temp.45°C, a dla B-glukozydazay pH w
zakresie 5,0-5,5 i temp. od 40°C do 50°C w zaleznos$ci od pochodzenia enzymu.

Wstep

Owoce i przetwory z nich otrzymywane stanowig jeden z istotnych sktadnikow
diety cztowieka. Z jednej strony sg one zrddiem skiadnikdw niezbednych do prawi-
dtowego funkcjonowania organizmu ludzkiego, a z drugiej strony dostarczajg bogac-
twa zapachowego i barwy zywnosci.

Jedng z cech zywnosci, ktdrg spostrzegamy i wedtug ktérej oceniamy zywnos$¢ od
pierwszego wrazenia jest barwa. W przypadku owocow takich, jak: truskawki, maliny,
porzeczki czerwone, porzeczki czarne i produktéw z nich otrzymywanych barwe
ksztattujg naturalnie wystepujgce barwniki antocyjanowe, a takze inne polifenole.
Zwiazki te podlegaja jednak przemianom powodujac poprzez to niekorzystne zmiany
barwy. Istotny wptyw na przemiany endogennych polifenoli w szczegélno$ci w roz-
drobnionych owocach i sokach ma aktywno$¢ dwoch enzymow: [-glukozydazy
i polifenolooksydazy [3],
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Antocyjany, wystepujace w formie zwigzanej w postaci glikozydow, stanowig
dominujgcg forme tych zwigzkéw w wiekszosci owocéw o barwie czerwonej [12],
B-glukozydaza powoduje odszczepienie czgsteczki cukréw z tych antocyjandéw i po-
wstanie aglikonu o mniej intensywnej barwie i mniej stabilnego, ulegajacego degrada-
cji do bezbarwnych pochodnych [3],

Polifenolooksydaza (PPO) powoduje przemiane antocyjanéw wystepujgcych
w formie aglikonu, jak i innych polifenoli. Katalizuje reakcje utleniania grup hydrok-
sylowych w obecno$ci tlenu z wytworzeniem chinonéw. Powstate chinony sg wysoko
reaktywne i prowadza do reakcji polimeryzacji i kondensacji pomiedzy biatkami i poli-
fenolami oraz sg zdolne do taczenia sie miedzy soba oraz z innymi zwiazkami, dopro-
wadzajagc w ten sposob do tworzenia sie wysokoczgsteczkowych zwigzkéw o brgzo-
wym zabarwieniu [5, 10, 11],

Zwiazki fenolowe oddziatywujg korzystnie na warto$¢ biologiczng produktow
owocowych. Miedzy innymi zapobiegajg niekorzystnym zmianom naczyh krwiono-
$nych, powodujg neutralizacje wolnych rodnikéw oraz majg pewnga aktywnos$¢ prze-
ciwnowotworowg [7, 9], Polifenole wykazujg réwniez aktywno$¢ przeciwutleniajaca,
przez co ograniczajg utlenianie m.in. witaminy C i innych substancji [8],

Z zywieniowego punktu widzenia obecno$¢ PPO w owocach jest wiec nieko-
rzystna, poniewaz poprzez przemiane zwigzkéw fenolowych prowadzi do utraty ich
wiasciwosci antyoksydacyjnych. Natomiast z technologicznego punktu widzenia obec-
nos¢ PPO z jednej strony jest niekorzystna, poniewaz powoduje niepozgdane zmiany
barwy produktéw owocowych, a z drugiej strony ma korzystny wptyw, poniewaz po-
wodujac przemiany zwigzkéw fenolowych pozbawia ich niekorzystnych witasciwosci,
jakimi sg m.in. tworzenie zmetnien i osadéw w sokach, koncentratach owocowych
iwinach [7], Zmetnienia te powstaja w wyniku kondensacji polifenoli miedzy sobg lub
z innymi zwigzkami.

Podatno$¢ owocow na procesy bragzowienia i zmiany barwy zalezy od aktywnosci
polifenolooksydazy, ogélnej sumy zawartych polifenoli, ich budowy, od bliskosci sub-
stratu dla PPO [4, 5, 7, 12], a takze od aktywnosci B-glukozydazy.

Znajomos$¢ wiasciwosci i aktywnosci polifenolooksydazy i B-glukozydazy moze
by¢ pomocna przy wyborze odmian owocOw imetod przetwarzania, by zagwaranto-
wac odpowiednie cechy sensoryczne produktom owocowym i stabilnos¢ ich barwy.

Celem pracy byto okreslenie aktywnosci polifenolooksydazy i B-glukozydazy
w owocach jagodowych oraz przeprowadzenie cze$ciowej charakterystyki tych enzy-
mow pochodzacych z r6znych odmian tego samego gatunku owocow.

Materiat i metody badan

Materiatem badawczym byty nastepujgce owoce:
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e truskawki: Senga-Sengana, Ducat, Marmolada;
* maliny: Canby, Beskid, Seedling;
e porzeczka czerwona: Rondom, Holenderska, Jonker;
» porzeczka czarna: Ojebyn, Titania, Ben Lomond.
Owoce przechowywano w stanie zamrozenia w temperaturze -20°C.

Ekstrakcja polifenolooksydazy i B-glukozydazy

W celu przeprowadzenia ekstrakcji enzymdw 20 g rozmrozonych owocéw homo-
genizowano przez 60 sekund z 25 cm3 buforu cytrynianowo-fosforanowego wg Mc
llvainea (sporzadzonego z 0,1M kwasu cytrynowego i 0,2M Na2HP04) o pH 7,0
z dodatkiem Tritonu X-100 (1%) i nierozpuszczalnego poliwinylopolipirolidonu (4%)
[2], Nastepnie cato$¢ pozostawiono na 2 godz., w temp. 4°C, w ciemnym miejscu. Po
tym czasie cato$¢ odwirowano przez 15 min, przy obr. 9000*g, w 4°C. Do oznaczenia
aktywnosci enzymow uzyto roztworu znad osadu.

Oznaczanie aktywnoscipolifenolooksydazy

Oznaczenia aktywnosci PPO dokonano w reakcji z katecholem poprzez pomiar
zmiany absorbancji proby witasciwej (A) i prob kontrolnych (B i C), przy dtugosci fali
420 nm po uptywie 30 min wobec wody destylowane;j.

Tabela 1

Sktad préby wiasciwej i prob kontrolnych do oznaczenia aktywnos$ci PPO.
The composition of the studied sample and the control samples in polyphenoloxidase activity assay.

Sktadnik Préby / Samples
Component A B C
0,02 M katechol
2.cm3 2 cm3 -
0,02 M catechol
Bufor Mc llvaine a
. 1cm3 l1cm3 -
Buffer Mc llvaine’a
Sok z owocéw
. 0,2cm3 - 0,2cm3
Fruitjuice
Woda destylowana
- 0,2 cm3 3cm3

Distilled water

Oznaczanie aktywnos$ci B-glukozydazy.

Aktywnos$é B-glukozydazy oznaczono w reakcji z p-nitrofenolo-P-D-glukozydem,
poprzez pomiar absorbancji proby witasciwej (A) i prob kontrolnych (B i C), przy di
fali 420 nm po uptywie 30 min i dodaniu po tym czasie 1cm31M Na:Cos do wszyst-
kich préb.
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Tabela 2

Sklad proby wiasciwej i prob kontrolnych do oznaczania aktywnosci B-glukozydazy.
The composition of the studied sample and the control samples in B-glucosidase activity assay.

Sktadnik Préby / Samples
Component A B C

0,9956 mM p-nitrofenolo-P-D-glukozyd

. i ! 0,75 cm3 0,75 cm3 -

0,9956 mM p-nitrophenol-fi-D-glucoside
Bufor Mc IIvalr-1e a 0.75 cm3 0.75 cm3
Buffer Mc llvaine’a
SOk_ Z_ O_WOCOW 0,2 cm3 0,2cm3
Fruitjuice
Woda destyl

oca destylowana ; 0,2 cm3 15 cm3

Distilled water

Absorbancje, do okreslenia aktywnos$ci enzymow, wyliczono wedtug wzoru:
Ex=Ea—[Eb+ Ec]
Ea—absorbancja proby A,
Eb- absorbancja préby B,
Ec - absorbancja préby C.
Za jednostke aktywnosci polifenolooksydazy i B-glukozydazy przyjeto zmiane

absorbancji o 0,001 wywotywang przez 1 cm3 enzymu w ciggu 1 min w warunkach
oznaczenia.

Wpltyw pH na aktywnos$¢ PPO i B-glukozydazy

Badajagc wptyw pH na aktywnos$¢ enzyméw dokonywano pomiaru aktywnosci w
buforze Mc llvaine a o nastepujacych wartosciach pH: 3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 7,0 w
temperaturze 40°C.Pozostate warunki byty takie, jak przy oznaczaniu aktywnosci en-
zymatycznych.

Wplyw temperatury na aktywnos$¢ PPO i B-glukozydazy

Wpltyw temperatury na aktywno$¢ w/w enzymOw przeprowadzono w nastepuja-
cych temperaturach: 20°C, 30°C , 40°C, 45°C ,50°C, 55°C, 60°C, 65°C, przy takiej
wartosci pH, przy ktorej enzym wykazywat najwyzszg aktywnos$¢. Pozostate warunki
byty takie, jak przy oznaczaniu aktywnoS$ci enzymatycznych.

Termiczna inaktywacja PPO i B-glukozydazy

W celu zbadania termicznej inaktywacji enzymdéw w czasie, roztwor zawierajacy
enzym zmieszany z buforem cytrynianowo-fosforanowym wg Mc llvaine a (o pH przy
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ktorym enzym wykazywat najwyzszg aktywnos$¢) w stosunku 1:1 ogrzewano w tempe-
raturach 45°C i 55°C i mierzono aktywnos$¢ po 0,5, 1, 2, 4 godz. oraz w temperaturze
65°C mierzac aktywnos$¢ po 5, 10, 15, 20, 30 minutach. Pomiaru dokonywano przy
takiej wartosci pH, przy ktérej enzym wykazywat najwyzszg aktywnos¢.

Omowienie wynikow
Badanie wtasciwosci polifenolooksydazy

Aktywno$é polifenolooksydazy zostata stwierdzona jedynie w truskawkach
dwdéch odmian Senga-Sengana i Ducat. Pozostate owoce nie wykazywaty aktywnosci
tego enzymu.

Najwyzszg aktywno$¢ PPO uzyskano przy pH 4,5. Wynik ten byt identyczny dla
obydwu odmian truskawek: Senga-Sengana i Ducat, a aktywno$¢ wynosita odpowied-
nio 25,8 i 14,7 jednostek. W zakresie pH 3,0-7,0 enzym miat najnizszg aktywnos¢
przy pH 3,0. Aktywno$¢ PPO obecnej w wyciagu ztruskawek odmiany Senga-
Sengana w tym pH stanowita jedynie 3,8% aktywno$ci maksymalnej, a z odmiany
Ducat 8,1% (rys. 1).

Rys. 1. Wplyw pH na aktywnos¢ polifenolooksydazy obecnej w wyciggach z truskawek.
Fig. 1.  Effect of pH on the activity of strawberry polyphenolooxidase.

W wyniku badan aktywnosci PPO w réznych temperaturach, najwyzszg aktyw-
nos$é posiadat enzym obecny w wyciggu z obydwu odmian truskawek, w temp.45°C.
Ponizej i powyzej tej temperatury aktywnos$¢ byta nizsza, lecz jeszcze w temperaturze
65°C aktywnos$¢ enzymu ksztattowata sie na poziomie 30% aktywnos$ci maksymalnej
dla odmiany Ducat i 19,2% dla odmiany Senga-Sengana (rys. 2).



Rys. 2. Wplyw temperatury na aktywnos¢ polifenolooksydazy obecnej w wyciagach z truskawek.
Fig. 2. Effect of temperature on the activity of strawberry polyphenolooxidase.

Pod wplywem ogrzewania wyciggu z owocoéw nastepowat spadek aktywnosci
PPO. Po uptywie 4 godzin ogrzewania w temperaturze 45°C aktywnos¢ PPO obecnej
w wyciggu z truskawek Senga- Sengana ksztaltowata sie na poziomie 47% aktywno-
$ci poczatkowej, a w temperaturze 55°C 17,2%. Catkowita inaktywacja enzymu nasta-
pita w temp.70°C po 30min ogrzewania. Natomiast w temperaturze 65°C po 30 min
aktywnos¢ stanowita 16,6% aktywnosci poczatkowej (Rys. 3).

Rys. 3. Termiczna inaktywacja polifenolooksydazy obecnej w wyciggach z truskawek Senga-Sengana,
w réznych temperaturach.

Fig. 3.  Thermal inactivation of Senga-Sengana strawberry polyphenolooxidase at different temperature.
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Badanie aktywnosci f-glukozydazy

Aktywnos$¢ B-glukozydazy stwierdzono w truskawkach odmiany Senga-Sengana,
Ducat, Marmoada oraz malinach odmiany Canby, Beskid, Seedling. Natomiast po-
rzeczka czerwona i porzeczka czarna nie wykazywaty aktywnosci tego enzymu.

Optymalna warto$¢ pH dla dziatania B-glukozydazy wynosita 5,0 dla enzymu
obecnego w wyciggu z truskawek odmiany Senga-Sengana, Ducat i malin odmiany
Canby, Beskid, Seedling oraz 5,5 dla enzymu obecnego w wyciggu z truskawek Mar-
molada. Najwyzszg aktywnos$¢ posiadat enzym obecny w wyciggu z truskawek Ducat
i wynosita ona 58,6 jednostki, B-glukozydaza obecna w wyciggu z malin wszystkich
odmian nie posiadata aktywnosci w pH 3,0 i 7,0.

W przypadku B-glukozydazy obecnej w wyciggu z malin aktywnos$¢ w réznych
pH ksztattowala sie podobnie niezaleznie od odmiany (rys. 5). Natomiast
B-glukozydaza obecna w wyciggu z truskawek w zaleznosci od odmiany wykazywata
znaczne zréznicowanie aktywnosci przy tych samych wartosciach pH (rys. 4).

Rys. 4.  Wplyw pH na aktywno$¢ B-glukozydazy obecnej w wyciggach z truskawek.
Fig. 4. Effect of pH on the activity of strawberry B-glucosidase.

Optymalna warto$¢ temperatury dziatania B-glukozydazy wynosita 50°C w przy-
padku enzymu obecnego w wyciggach ze wszystkich badanych odmian truskawek,
a45°C w przypadku enzymu obecnego w wyciggu z malin Canby i 40°C dla enzymu
obecnego w wyciggach z malin Beskid i Seedling. Najnizsze aktywnos$ci uzyskano
w temperaturze 65°C dla B-glukozydazy obecnej w wyciggach z truskawek Ducat
i malin Seedling. Aktywnos$¢ w tej temperaturze stanowita odpowiednio 30% i2,8%
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aktywnosci maksymalnej. W przypadku B-glukozydazy obecnej w wyciggach z pozo-
statych zrédet najnizszg aktywno$¢ stwierdzono w temperaturze 20°C (rys. 6 i rys. 7).

pH

Rys. 5. Wptyw pH na aktywnos$¢ B-glukozydazy obecnej w wyciagach z malin.
Fig. 5.  Effect of pH on the activity of raspberry B-glucosidase.

Rys. 6.  Wplyw temperatury na aktywno$¢ B-glukozydazy obecnej w wyciggach z truskawek.
Fig. 6.  Effect of temperature on the activity of strawberry B-glucosidase.

Pod wptywem ogrzewania wyciggu z truskawek Senga-Sengana i malin Canby
nastepowat spadek aktywnosci obecnej tam B-glukozydazy. Aktywnos$¢ B-glukozydazy
spadata juz powyzej 40°C. Po 4 godzinach ogrzewania w temperaturze 45°C aktyw-
no$¢ PB-glukozydazy obecnej w wyciggu z truskawek ksztattowata sie na poziomie
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31,6% aktywnoS$ci poczatkowej, a w temperaturze 55°C na poziomie 5,8% aktywnosci
poczatkowej. Natomiast aktywnos$¢ B-glukozydazy obecnej w wyciggu z malin po 4
godzinach ogrzewania wtemp.45°C stanowita 9,1% aktywnosci poczatkowej, a w
temp. 55°C 1% aktywnosci poczatkowej. Catkowita inaktywacja B-glukozydazy obec-
nej w wyciagu z truskawek nastgpita po 15 min ogrzewania w temp. 65°C, a pB-

glukozydazy obecnej w wyciggu z malin po 30 min ogrzewania w tej temperaturze
(rys. 8).

Rys. 7. Wplyw temperatury na aktywnos$¢ B-glukozydazy obecnej w wyciggach z malin.
Fig. 7. Effect oftemperature on the activity of raspberry B-glucosidase.

Rys. 8.  Termiczna inaktywacja B-glukozydazy w réznych temperaturach.
Fig. 8. Thermal inactivation of B-glucosidase at different temperature.
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Owoce jagodowe, tj. truskawka, malina, porzeczka czarna, porzeczka czerwona,
réznig sie znacznie pod wzgledem aktywnosci polifenolooksydazy i B-glukozy-
dazy. Wplyw na poziom aktywnosci tych enzyméw w owocach ma réwniez od-
miana.

Soki z porzeczki czerwonej i porzeczki czarnej nie wykazywaty aktywnosci polife-
nolooksydazy i B-glukozydazy, a soki z malin i truskawek odmiany Marmolada
wykazywaty tylko aktywnos$¢ B-glukozydazy.

Wykazane roznice w aktywnosci polifenolooksydazy i B-glukozydazy zalezne od
odmiany owocu sugerujg, ze aktywnosci tych enzymoéw powinny by¢ brane pod
uwage przy opracowywaniu technologii przetwérstwa tych owocéw.

Najwyzszg aktywnos$¢ wykazywata polifenolooksydaza obecna w wyciggu z tru-
skawek odmiany Senga-Sengana i B-glukozydaza obecna w wyciggu z truskawek
odmiany Ducat.

Optymalna warto$¢ pH i temperatury dla dziatania enzymdw zalezaty od Zrodia, z
ktérego pochodzity enzymy i wynosity dla PPO pH 4,5, temp. 45°C, a dla B-gluko-
zydazy pH w zakresie 5,0-5,5, temp. od 40°C do 50°C w zaleznosci od odmiany
owocow.
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POLYPHENOLOOXIDASE AND B-GLUCOSIDASE IN SELECTED BERRY FRUITS
Summary

The activity of polyphenolooxidase (PPO) and B-glucosidase in the following fruits: strawberry, rasp-
berry, red currant, black currant was estimated. From each kind of fruit three varieties were selected.
Spectrophotometric methods were used to estimate the enzymatic activity. The substrates for the enzy-
matic reactions were catechol for PPO and p-nitrophenol®-D-glucosidc for B-glucosidase. The influence
of pH value and temperature on the activity of the enzymes and their thermal inactivation was also inves-
tigated.

PPO activity was detected in the following varieties of strawberries: Senga-Sengana, Ducat.
B-glucosidase activity in strawberries: Senga-Sengana, Ducat, Marmolada and in the following varieties
ofraspberry: Canby, Beskid, Seedling was studied. The optimal conditions for PPO were as follows: pH
4,5, temperature 45°C, and for B-glucosidase pH in the range of 5,0-5,5 and temperature 40°C to 50°C
depending on the origin ofthe enzyme. "



