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1.0. Einleitung

Der Gefrierkonservierung von Lebensmitteln, z. B. Gemiisen, mufl in
vielen Fillen ein Erhitzungsschritt vorangehen, das sogenannte Blanchie-
ren. Damit wird u. a. eine Inaktivierung von Enzymen erreicht, welche fiir
die Lagerungsstabilitidt von Bedeutung ist. Bei diesen Erhitzungsprozessen
kiénnen jedoch Qualitdtsminderungen durch Abbau wertvoller Inhalts-
stoffe eintreten, wenn stidrker oder linger erhitzt wird, als eben fir die
Ausschaltung der relevanten Enzyme notwendig ist, wenn also , liberhitzt*
wird. Zur Erhaltung optimaler Qualitit darf das zur Enzymaktivierung
(und zur teilweisen Abtétung von Mikroorganismen) notwendige MaB nicht
tiberschritten werden.

Die Kontrolle des Blanchierprozesses erfolgt meist iiber Peroxidase-
tests: Das Material wird so lange erhitzt, bis dieses Enzym mit dem jeweils
angewendeten Verfahren nicht mehr nachweisbar ist. Diese sehr grobe
»Presence-absence“-Methode entspricht nicht der Forderung nach einer
optimalen Steuerung des Erhitzungsprozesses. Um diesen optimieren zu
koénnen, sind u. a. systematische Kenntnisse iber das thermische Verhal-
ten moglichst vieler einzelner fiir die Qualitit wichtiger Enzyme {iber
einen ausgedehnten Temperatur-Zeit-Bereich notwendig.

Die Qualititsminderungen bei einer Hitzebehandlung von Lebensmit-
teln sind vom Temperatur-Zeit-Produkt der Hitzebehandlung abhingig;
die nachteiligen Effekte sind im allgemeinen bei Hochtemperatur-Kurz-
zeitverfahren am geringsten (1, 2). Bei diesen Verfahren kénnten aber von
relativ hitzestabilen Enzymen, wie z.B. der Peroxidase, Restaktivititen
zuriickbleiben. Auch Regenerierungserscheinungen wihrend der Lagerung
sind bekannt geworden - ein weiterer Hinweis auf die Notwendigkeit
systematischer Untfersuchungen iiber einen weiten Temperatur-Zeit-Be-
reich.

Uber die thermische Inaktivierung von Meerrettich-Peroxidase wurde
bereits in zahlreichen Untersuchungen berichtet (z. B. 3, 4, 5). Zum ther-
mischen Verhalten von Spinatperoxidase sei auf die Untersuchungen von
Duden und Mitarbeitern (6) hingewiesen, die Spinatblitter unter praxis~
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nahen Bedingungen blanchierten und den Inaktivierungsverlauf der
Peroxidase ermittelten. Delincée (7) untersuchte die verschiedene Hitze-
bestindigkeit von Isoenzymen der Peroxidase aus Spinat.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Temperaturbereich von 60 bis
120 °C und ein relativ weiter Zeitbereich bei der thermischen Behandlung
angewendet; da der Einfluf des pH-Wertes bei der Inaktivierung erheb-
lich sein kann, wurde auch dieser Effekt zunichst in definierten Modell-
systemen untersucht. Andererseits ist im Lebensmittel sowohl eine Schutz-
wirkung durch die Anwesenheit von Zellinhaltsstoffen als auch eine Ver-
ringerung der Thermostabilitit durch solche Stoffe méglich. Um feststel-
len zu konnen, wie weit Modelluntersuchungen auf die sehr komplexen
Systeme, wie sie in Lebensmitteln vorliegen, anwendbar sind, wurde das
thermische Verhalten von Spinatperoxidase im Gewebehomogenat mit
demjenigen von aus Spinat extrahierter Peroxidase verglichen.

2.0. Experimenteller Teil
2.1. Versuchsmaterial

2.1.1. Spinat

Frithjahrsspinat (Sorte Matares) wurde bei -50 °C eingefroren und bei einer
Plattentemperatur von ca. 30°C gefriergetrocknet. Die gefriergetrockneten
Spinatblitter wurden mit einer Ultrazentrifugalmiihle (0,08-mm-Sieb) fein ge-
mahlen und in dicht schlieBenden GefiBen zusammen mit Blaugel bei 4°C
gelagert.

2.1.2. Peroxidase aus Spinat

Das gemahlene, in destilliertem Wasser suspendierte gefriergetrocknete
Spinatpulver wurde nach 30 min Stehen bei Zimmertemperatur durch ein Kase-
tuch filtriert. Das Filtrat wurde bei 4 °C mit Ammoniumsulfat versetzt (40 bis
85 %o Sittigung), der Niederschlag in 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,0 geldst und
gegen destilliertes Wasser dialysiert. Die dialysierte Enzymlsung wurde bei
- 30 °C eingefroren und bei den unter 2,1.1, genannten Bedingungen gefrierge-
trocknet.

2.1.3. Herstellung von Spinat-Suspension und -Extrakt

Fein gemahlenes gefriergetrocknetes Spinatpulver wurde in 0,1 M Phosphat-
Puffer pH 6,0 homogenisiert (= ,Suspension“). Die Spinatsuspension wurde
nach 20 Minuten langem Stehen bei Zimmertemperatur durch Filterpapier
filtriert. Dabei erhilt man etwa 50% der Gesamtaktivitit des Enzyms im
Filtrat (= ,, Extrakt®).
2.14, Peroxidase aus Meerrettich (250 U/mg, Reinheitsgrad I)

wurde von Fa. Boehringer (Mannheim) bezogen.

2.2. Bestimmung der Enzymaktivitdit

2.2.1. Die Peroxidase- Aktivitdit

wurde bei Meerrettich-Peroxidase nach einer modifizierten Guajacol-
Methode, bei Spinatperoxidase nach der o-Phenylendiamin-Methode bestimmt.

2.2.1.1. Guajacol-Methode

2,95ml 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,0 wurden mit 0,05 ml 20 mM Guajacol-
1sung und 0,05 ml Peroxidaseldsung in der angegebenen Reihenfolge in einer
Kiivette vermischt und die Reaktion durch Zugabe von 0,01 ml 40 mM H,0,-
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Losung gestartet. Die Extinktion wurde bei 470 nm in Spektralphotometer
(Zeiss PMQ II) kontinuierlich verfolgt. Die Extinktionséinderung pro Zeiteinheit
(AE/At) entspricht der Aktivitat.

2.2.1.2. o-Phenylendiamin-Methode

Zu 2,5ml 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,0 wurden in einer Kiivette 0,2 ml
0,04 M H,0,-Ldosung und 0,5ml Spinatperoxidase-Losung gegeben. Nach Zu-
gabe von 0,2ml 0,3M o-Phenylendiaminldsung (550 mg in 10ml H,O -+ 3ml
Athanol) wurde die Extinktion bei 420 nm kontinuierlich gemessen.

2.3. Thermische Behandlung

Zur Erhitzung im Temperaturbereich unter 100 °C wurden 2 ml Enzymlo-
sung schnell in 28 ml in einem Erlenmeyerkolben auf die gewiinschfe Tempe-
ratur vorerhitzte Pufferlésung eingefiihrt (,Kolbenmethode*). Durch intensives
Mischen mittels eines Magnetriihrers war eine sehr kurze Aufheizungszeit
erreichbar. Nach einer vorgegebenen Zeit wurde die erhitzte Enzymldsung
abpipettiert und schlieBlich in ein im Eisbad stehendes Reagenzglas iiberfiihrt.

Zur Erhitzung tiber 100 °C wurde eine Strémungsapparatur angewendet (8).
Die Versuchslosung wurde in die Apparatur mit einer Laborpumpe unter einem
Druck von 3-6 bar kontinuierlich unter Verwendung eines Edelstahlrohrchens
(Innendurchmesser 2,6 mm, Wandstirke 0,35 mm) durch ein Vorbad (Aufheizbad)
und dann durch ein Hauptbad (Hitzebehandlungsbad) hindurchgeleitet. Die
Temperafur im Vorbad lag um 20 bis 50 °C iliber der des Hauptbades, so daf3
eine moglichst kurze Aufheizungszeit erreicht wurde und die Enzymlésung kurz
vor Erreichen der gewiinschfen Endtemperatur in das Hauptbad gelangte.
Danach wurde die Lésung rasch in einem nachgeschalteten Kiihler und dann
in einem Eisbad abgekiihlt. Die Férdermenge wurde so eingestellt, daf3 stets
turbulente Stréomung (Reynolds-Zahl Re < 2300) im Rohrchen herrschte, da bei
laminarer Stromung die effektive Verweilzeit der einzelnen Volumenelemente
des Durchsatzstromes verschieden lang ist?).

3.0. Ergebnisse

3.1. Thermische Inaktivierung von Meerrettich-Peroxidase bei verschie-
denen pH-Werten

Zur Untersuchung des pH-Einflusses auf die Hitzeinaktivierung wurde
Meerrettichperoxidase in Phosphatpufferlésung (pH 4,0-8,0) hitzebehan-
delt. Abbildung 1a und 1b stellen typische Kurven der Peroxidase-Inak-
tivierung bei pH 6,0 dar. Bei anderen pH-Werten wurde eine dhnliche
Tendenz festgestellt. Es ist zu erkennen, dafl sich die Inaktivierungsge-
schwindigkeit nach einer Anfangsphase plétzlich verlangsamt und auch
nach sehr langen Erhitzungszeiten noch Enzymaktivitdt nachgewiesen
werden kann. Demnach verlauft die Hitzeinaktivierung der Peroxidase
nicht nach einer Reaktion 1. Ordnung, wobei diese Tendenz bei héheren
Temperaturen nicht mehr deutlich zu erkennen ist. Um die pH-Abhingig-
keit der D-Werte?) bei verschiedenen Temperaturen vergleichen zu kén-
nen, wurden die enisprechenden Werte des ersten steilen Kurventeils und
die des zweiten, relativ flachen Kurventeils getrennt ermittelt. So ermit-

1) Fiir die Berechnung der Reynolds-Zahl ist die Kenntnis der Viskositdt
erforderlich; sie wurde mit dem Hdppler-Viskosimeter gemessen.

2) D-Wert = die Zeit, die zur Reduzierung der Enzymaktivitit auf ein
Zehntel ihres Ausgangswertes erforderlich ist.
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Abb. la. Hitzeinaktivierung von Meerrettichperoxidase bei 60-90 °C in Abhén-
gigkeit von der Erhitzungszeit bei pH 6,0. M,: Anfangsenzymaktivitat, M: Rest-
enzymaktivitat.

Abb. 1b. Hitzeinaktivierung von Meerrettichperoxidase bei 100-120 °C in Ab-
hingigkeit von der Erhitzungszeit bei pH 6,0.

telte D-Werte sind in Tabelle 1 zusammengefait. Die D-Werte des ersten
Kurventeils wurden als D,, die des zweiten Kurventeils als D, bezeichnet.

In Abbildung 2 ist zu sehen, dall die D-Werte des ersten Kurventeils
(D,) eine geringe pH-Abhingigkeit aufweisen. Dagegen zeigen die D,-
Kurven ein ausgeprigtes Maximum zwischen pH 6 und 7, entsprechend
einer maximalen Hitzeresistenz in diesem Bereich. Aus den D-Werten
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Abb. 2. Einflul des pH-Wertes auf die Inaktivierungsgeschwindigkeit von
Meerrettichperoxidase bei verschiedenen Temperaturen. OQD,: aus den steilen
Kurventeilen, AD,: aus den flachen Kurventeilen.
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Abb. 3. Hitzeinaktivierung von isolierter Spinatperoxidase bei verschiedenen
Temperaturen in Abhiingigkeit von der Erhitzungszeit bei pH 6,0.

ermittelte z-Werte®) sind ebenfalls aus Tabelle 1 ersichtlich. Die z-Werte
wurden aus den D-Werten der ersten steilen Kurventeile ermittelt, da die
Hauptinaktivierung mit mehr als 50 %o der gesamten Aktivitit in der
ersten Phase stattfindet. Die z-Werte waren bei niedrigeren pH-Werten
kleiner als bei héheren.

3.2. Thermische Inaktivierung von Spinatperoxidase

3.2.1. Isolierte Peroxidase aus Spinat

Um die Hitzebestindigkeit der Spinatperoxidase ohne Einflul von im
Spinat vorhandenen Begleitstoffen zu untersuchen, wurde die aus Spinat

Tab. 2. Hitzeinaktivierung von Spinat-Peroxidase.

D (s)

inat °Q

Spinatauszug pH 50 60 70 80 soog 209

Isoliertes

Enzym 6,0 2560 744 79,8 14 13

Extrakt 4,0 280 100 20 18,3
5,0 702 200 40 16,8
5,5 500 162 40 18,3
6,0 600 120 40 5,8 18
7,0 282 60 19,8 18
8,0 420 198 30 18

Suspension 6,0 840 282 60 17,5

3) z-Wert = Temperaturerhéhung in °C, die zur Verringerung des D-Wertes
auf ein Zehntel fiihrt.
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Abb, 4. Hitzeinaktivierung von Spinatperoxidase (Suspension) bei verschiedenen
Temperaturen in Abhingigkeit von der Erhitzungszeit bei pH 6,0.

extrahierte Peroxidase (siehe 2.1.2.) in 0,1 M Phosphatpufferlésung von
pH 6,0 hitzeinaktiviert. In Abbildung 3 sind die Inaktivierungskurven dar-
gestellt. Bei Temperaturen von 60 © bis 70 °C treten wie bei Meerrettich~
Peroxidase Knickpunkte auf. Die Temperaturabhiingigkeit der Enzymin-
aktivierung (z-Wert) wurde aus den D-Werten ermittelt. Die extrahierte
Spinatperoxidase weist bei pH 6,0 einen kleineren z-Wert auf als Meer-
rettichperoxidase (z = 13 °C gegeniiber 25,5 °C, siehe Tab. 2).

3.2.2, Peroxidase in der Spinatsuspension

Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 und Tabelle 2 dargestellt. Im Ver-
gleich zum z-Wert bei extrahierter Spinatperoxidase wurde in der Sus-
pension ein hoherer Wert gemessen,
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Abb, 5. Hitzeinaktivierung von Spinatperoxidase (Extrakt) bei verschiedenen
Temperaturen in Abhingigkeit von der Erhifzungszeit bei pH 6,0.
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Abb. 6. D-Werte von Spinatperoxidase (Extrakt) in Abhéngigkeit von der Tem-
peratur bei verschiedenen pH-Werten. pH-Wert: @ 4,0, O 50, A 5,5, [ 6,0,
¥V 17,0, i 8,0.

3.2.3. Peroxidase im Extrakt

In Abbildung 5 ist die Inaktivierungskurve bei pH 6,0 als typisches Bei-
spiel dargestellt. Abbildung 6 gibt die Abhéngigkeit der D-Werte von der
Temperatur bei verschiedenen pH-Werten wieder; die entsprechenden
Zahlen sind u. a. aus Tabelle 2 zu ersehen. Die D-Werte sind im Bereich
von pH 5,0 und 6,0 gréBer als bei pH 4,0, 7,0 und 8,0. Das bedeutet, dafl die
Spinatperoxidase im Extrakt bei pH 5,0 und 6,0 am hitzeresistentesten ist.
Die z-Werte sind dagegen im Bereich von pH 4 bis 8 unabhéngig vom pH-
Wert. Sie liegen zwischen 16,8 und 18,3 und sind somit deutlich hoher als
der z-Wert des extrahierten Enzyms bei pH 6,0.

3.3. Verhalten der hitzebehandelten Peroxidase beim Lagern
3.3.1. Meerrettich-Peroxidase

Es wurde festgestellt, daB nach Erhitzung auf 60 ° bis 90 °C fiir die im
Verlaufe einer 20stiindigen Lagerung bei Zimmertemperatur eintretende
Regenerierung nur der pH-Wert, nicht aber Temperatur und Erhitzungs-
dauer entscheidend sind, wie dies bereits Lu und Whitaker (3) beobachtet
hatten. Die in Tabelle 3 aufgefithrten Werte sind entsprechende Mittel-
werte fiir Temperaturen von 60 °C bis 90 °C. Man kann aus Tabelle 3

Tab. 3. Regenerierung der auf 60° bis 90° C erhitzten Meerrettich-Peroxidase
(Mittelwert von 10 bis 12 Messungen bei 60, 70, 80 und 90° C), bezogen auf das
Ausgangsmaterial. Lagerung 20 h bei Zimmertemperatur.

PH % Regenerierung
4 -13,4
5 6,8
6 5,4
7 10,5
8 7,1
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Tab. 4. Regenerierung der auf 100° bis 120° C erhitzten Meerrettich-Peroxidase,
bezogen auf das Ausgangsmaterial. Lagerung 20 h bei Zimmertemperatur (Mittel-
wert aus 2 bis 3 Messungen).

% Regenerierung
100° 110° 120°C

pH

6 15,8 13,6 21,8

entnehmen, daB die Regenerierung bei pH 7,0 und 8,0 grofier ist als bei
niedrigeren pH-Werten. Bei pH 4,0 wurde das Enzym wihrend der Lage-
rung weiter inaktiviert.

Peroxidase, die auf 100 ° bis 120 °C erhitzt wurde, zeigte eine wesent-
lich stirkere Neigung zur Regenerierung als das auf 60 ° bis 90 °C er-
hitzte Enzym. Daher sind die Daten fiir den Temperaturbereich von 100 °
bis 120 °C in Tabelle 4 getrennt dargestellt. Der Mittelwert der Regene-
rierung betrug bei pH 6 etwa 17 %o.

3.3.2. Spinat-Peroxidase

Aus Tabelle 5 ist zu ersehen, daB} sich die Peroxidase im Spinatextrakt
zwischen pH 5,5 und 8,0 deutlich regenerierte, wihrend die Restaktivitit
im Gegensatz dazu bei pH 4,0 und 5,0 abnahm. Vergleicht man die Regene-
rierung der Peroxidase in den verschiedenen Spinatausziigen bei pH 6,0,
so zeigt die isolierte Spinat-Peroxidase eine geringere Regenerierungsnei-
gung, als dies im Extrakt und in der Suspension zu beobachten war.

Im Vergleich zur Meerrettich-Peroxidase trat bei Spinat-Peroxidase
eine etwas stdrkere Regenerierung im Bereich von pH 5,5 bis 8,0 auf.
Dagegen verminderte sich bei der Spinat-Peroxidase die Aktivitit bei
pH 5,0, wihrend Meerrettich-Peroxidase bei diesem pH noch eine deut-
liche Regenerierung erkennen liefi.

4.0. Diskussion
Vergleicht man den hier ermittelten z-Wert fiir Meerrettich-Peroxidase
in Phosphatpufferlésung (z = 24,3 °C bei pH 7,0) mit dem von Joffe und

Tab. 5. Regenerierung der erhitzten Spinat-Peroxidase (Mittelwert von 10 bis 12
Messungen bei 50 bis 90° C), Lagerung 20 h bei Zimmertemperatur.

Spinatauszug pH % Regenerierung
Isoliertes Enzym 6,0 5,7
Extrakt 4,0 -11,0

5,0 - 6,6

5,6 12,1

6,0 8,0

7,0 13,1

8,0 8,0

Suspension 6,0 9,6
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Ball (4) angegebenen Wert (z = 27,6 °C bei pH 7,0) — beide wurden unter
vergleichbaren Bedingungen ermittelt —, so stimmen die Werte relativ gut
iiberein. Da der Verlauf der Hitzeinaktivierung der Peroxidase sehr stark
von der Enzymherkunft und von Milieufaktoren abhingt, ist dies bei un-
mitfelbaren Vergleichen mit den in der Literatur angegebenen z-Werten
zu beriicksichtigen. Die z-Werte schwanken zwischen 16° und 48 °C
(9, 10, 11, 12) je nach Herkunft des Enzyms und dessen Zustand beim Er-
hitzen. Die D-Werte schwanken ebenfalls sehr, je nach Ausgangsmaterial
und Milieufaktoren. Fiir Spinat-Peroxidase sind verschiedene z-Werte in
der Literatur zu finden. Mit dem von Resende und Mitarb. (10) gefundenen
z-Wert fiir Spinatpiiree (16,1 °C) stimmt der in der vorliegenden Arbeit
ermittelte Wert (18 °C, s. Tab. 2) relativ gut iiberein. Die z-Werte 33 °C
und 45 °C, die Duden und Mitarb. (6) fiir Friihjahrs- und Herbstspinat
ermittelten, weichen dagegen stark davon ab. Dieser relativ grofie Unter-
schied ist wahrscheinlich durch das verschiedene Erhitzungsverfahren
bedingt, da die genannten Autoren den Spinat in Form von Blittern
blanchiert hatten. Dieser Unterschied kann analog der Beobachtung von
Winter (13) so erklirt werden, daB die Zerfallgeschwindigkeit von der
Stiickgrofie und damit der Wirmeleitung abhingt.

Die Inaktivierung der hier untersuchten Enzyme verliuft bei Tempe-
raturen unter 90 °C in zwei Phasen, die durch Knickpunkte in den Inakti-
vierungskurven markiert sind. Da wegen der Existenz einer langsamen
Inaktivierungsphase noch nach lingerer Erhitzungszeit eine Restaktivitiit
nachzuweisen ist, besonders wenn eine sehr empfindliche Nachweisme-
thode angewendet wird, kann die zweite langsame Phase zu Schwierigkei-
ten bei der Kontrolle des Blanchierprozesses fiihren.

Bdéttcher (14) gab an, wie eine verbleibende Peroxidase-Restaktivitit zu
bewerten ist, um den optimalen Blanchiergrad bei Gemiise erkennen zu
kdénnen. Dabei wurden etwa 1-10 %o Restaktivitit je nach Gemiiseart fiir
optimal gehalten. Sofern Wasserstoffperoxid, das erste Substrat fir
Peroxidase, in Gemiise nicht vorhanden ist, kann die Anwesenheit einer
Peroxidase-Restaktivitdt fiir die Lebensmittelqualitit bedeutungslos sein.
So fanden Bruemmer und Mitarb. (15) trotz Veorhandensein von Per-
oxidase in Orangensaft keine Oxidationsprodukte. Duden (17) demon-
strierte, daB die in Apfelsaft vorhandene erhebliche Peroxidaseaktivitit
keine Oxidationswirkung ausiibt, was eindeutig auf das Fehlen von H,O,
zuriickgefiihrt werden konnte. Pincent (16) stellte im Falle von Erbsen
fest, daB wahrscheinlich die regenerierte Peroxidase wihrend der Lage-
rung keine Qualitdtsverschlechterung verursachte.

Vergleicht man die Inaktivierungsdaten im Modellsystem mit denen
im natiirlichen Milieu, so findet man eine gewisse Diskrepanz. Extrahierte
Spinatperoxidase in Pufferlésung verhilt sich anders als das Enzym im
Spinatextrakt bzw. in der Suspension (s. Tab. 2). Die Verschiedenheit des
thermischen Verhaltens der Enzyme beruht wahrscheinlich auf den ver-
schiedenen Milieubedingungen, unter denen die thermische Behandlung
durchgefiihrt wurde.

Zusammenfassung

Die thermische Inaktivierung und das Lagerungsverhalten von Peroxidase
aus Meerrettich und Spinat wurden in definierten Systemen, bei Spinat auch
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innerhalb des natiirlichen Verbandes, untersucht. Die Inaktivierungskurven
wiesen bei beiden Enzymen einen Knickpunkt auf, der bei niedrigen Tempe-
raturen deutlich, bei héheren Temperaturen dagegen nicht mehr erkennbar war.
Aus den Inaktivierungskurven wurden D-Werte ermitielf, aus denen sich
z-Werte von 25,5 °C fiir Meerrettich-Peroxidase, von 13 °C fiir isolierte Per-
oxidase und von 18 °C fiir Peroxidase im Spinatexirakt ergaben. Meerrettich-
Peroxidase war bei pH 6,0 und Spinat-Peroxidase zwischen pH 5,0 und 6,0
besonders hitzeresistent; bei pH 4,0 waren beide sehr hitzelabil. Die aus Spinat
isolierte Peroxidase verhielt sich beim Erhitzen anders als das Enzym in Spinat-
Extrakt oder -Suspension. Die beobachtete Diskrepanz deutet die Nichtliber-
tragbarkeit gewisser Modelluntersuchungen auf Lebensmittel an. Erhitzte Per-
oxidasen aus Meerrettich und Spinat zeigten eine Regenerierung wéhrend der
Lagerung, die vom pH-Wert abhingig war,

Summary

The thermal inactivation and storage behaviour for horseradish and spinach
peroxidases were investigated in defined systems, in spinach also within its
natural environment. The inactivation curves of either enzyme show a sharp
bend which is clearly visible at low, but not at higher temperatures. The
D-values were taken from the inactivation curves. z-values resulting from the
D-values were 25.5 °C for horseradish peroxidase, 13 °C for isolated peroxidase
and 18°C for peroxidase in spinach extract. Horseradish peroxidase was
relatively heat-resistent at pH 6.0, spinach peroxidase at pH 5.0-6.0; both
enzymes were found to be highly susceptible to heat at pH 4.0. Peroxidase
isolated from spinach responded differently to heating than the enzyme in
spinach extract or suspension. This discrepancy indicates that certain model
experiments cannot be transferred to foods. Heated peroxidase from horseradish
and spinach were found to regenerate during storage; the extent of regeneration
depended on the pH.
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