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MozZnosti pouZiti enzymovych preparatdi pfi vyrobé
kalnych Stav a pfi zvySovani vylisnosti mosti
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Moderni poZadavky na vyZivu, potravinafskou
technologii, neustale rostouci objem vyroby a v ne-
posledni Fadé& i ekologicky tlak, nuti vyrobce k za-
vadéni novych technologickych postupi. Jednou
z moZnosti, jeZ nachdzeji uplatnéni té% v népojo-
vém priimyslu, jeiaplikace enzymovych preparati.

PFi Cifeni a filtraci ovocnych §tav a vinnych
mostd jsou jiZ delsi dobu pouZivdny dovezené pek-
tolytické pfipravky, v pivovarském priimyslu po-
mahaji Fe3it technologické problémy riizné amyla-
sové prepardty, pfi vyrob& diabetickych piv se
pouZivd amyloglukosidasa a v n&kterjch pFipadech
jsou aplikovdny proteasy za uCelem stabilizace.

Méné znama je vS8ak moZnost aplikace celulaso-
vych (v Sirsim smyslu poly-g-glukanasovych) pri-
pravki pii vyrob& nédpoji.

Celulasy ucCeln& umociiuji G¢inek pektinas pFi
zpracovdni rostlinnych surovin obsahujicich celu-
losu a pektin. Tato moZnost je aktudlni zejména pFi
v§robé tzv. kalnych ovocnych a zeleninovych né-
pojli, kde umoZiiuje efektivni bezodpadovou tech-
nologii, avSak i aplikace pfi vyrob& ovocnych a
vinngch mostd je ti¢elnd, protoZe se zvy3uje vylis-
nost $tavy, popf. se zlepSuji filtradni parametry
[1, 2, 3]. V pivovarstvi jsou naopak B-glukanasy
aplikovdauny samostatng& k odbourdni g-glukant zpi-
sobujicich obtiZe pfi scezovani sladiny a filtraci
piva [4, 5, 6, 7, 8].

Vyroba dZusovych né&poji typu ,kalné Stavy“ za
pomoci enzymi je v soufasné dob& velmi Z&déana.
Jedné se o technologii umoZiiujici lepsi vyuZiti su-
roviny a zvyseni nutriéni hodnoty produktu obo-
hacenim 3tdvy o biologicky cenné latky (vitaminy,
proteiny, lehce stravitelné oligosacharidy a sacha-
ridy), které se uvolni enzymovou destrukci bun&é-
nych st&n ¢i rozdtépenim nestravitelnych polysa-
charidd.

EXPERIMENTALNI CAST

Na pracovisti oddé&leni mikrobidlnich enzymi Vy-
zkumného tstavu potravindfského primyslu (VOPP)
v Praze byla v laboratornim méFitku experiment4l-
né ovérfovana efektivnost enzymového ptlisobeni po-
lyglukanasového (celulasového) prepardtu pfi vy-
robé mrkvové Stavy. Byla pouZivédna pfefiltrovana
kultivaéni kapalina po kultivaci plisn& Trichoderma
viridae o aktivité 0,309 ykat karboxymethylcelulasy/
'ml [EC 3.2.1.4 endo-1,4(1,3; 1,4)-8-D-glukan-4-glu-
kanhydrolasa]. Experimenty byly zaméfeny na
optimalizaci podminek pilisobeni tohoto preparatu
v kombinaci s pektolytickym prepardtem Pectofoe-
tidin (SSSR) o aktivité 3,45 ykat pektinhydrolasy
na 1 g preparatu [EC 3.2.1.15 poly(1,4-¢-D-galaktu-
ronid) glykanohydrolasa] [9].

Vzorky byly inkubovany na rotaéni tiepadce
v 500ml kultivaénich baiikach pFi teplotd 40 °C,
popf. 30°C s vychozi koncentraci substratu 50 g
mrkvové strouhaniny na 100 ml tekutiny, bez tpra-
vy pH. Podminky inkubace byly voleny na ziklad&
pfedchozich zkuSenosti [10, 11].

Vzhledem k tomu, Ze p¥i v§robé $tav je hlavnim
poZadavkem maximéalni konverze substratu, bylo
jako hlavni kritérium enzymového piisobeni zvoleno
stanoveni suSiny zbytku na situ 0,4 mm. Soub&Zné
byla stanovena stoupajici koncentrace redukujicich
latek v roztoku metodou podle Nelsona [12], jako
orientatni méFitko koncentrace niZ$ich $téph celu-
losy a pektinu; pH Stdavy bylo kontrolovano pH
indikatorovymi papirky Lachema. Bylo téZ prove-
deno jednordzové stanoveni g-karoténu v suspenzi
pfed enzymovou konverzi a ve §tavé po inkubaci
s enzymem metodou podle CSN [13]. Pro kaZdy
experiment byla téZ stanovovana su$ina pouZitého
substratu (mrkvové strouhaniny].

VYSLEDKY A JEJICH DISKUSE

Vhodné volenymi parametry (koncentrace a vza-
jemny pomér obou enzymd, teplota a &as inkubace)
ovlivilujeme vlastnosti kone&ného produktu enzy-
mové hydrolyzy.

Efektivni ¢as inkubace byl zvolen na ziklads
experimentdlniho posouzeni ¢asové zavislosti pri-
b&hu enzymové destrukce b&hem 24hodinové inku-
bace s pfidavkem a bez pfidavku enzymi (obr. 1).

Jak dokumentuje obrazek, je enzymova destrukce
substratu nejrychlejdi v priibshu prvnich 6 hodin
inkubace. Proto byly nésledujici experimenty zamé-
Feny na studium rozdilného stupn& degradace ve
stanoveném Case pri riznych koncentracich a po-
meéru obou typii enzymi. Byla sledovdna jednak zé-
vislost enzymové destrukce substrdtu (mrkve) na
koncentraci celulasy v rozmezi 2,5 aZ 25 %, tj.
15 aZ 150 nkat karboxymethylcelulasy na g substra-
tu, pfi konstantni koncentraci pektolytického
enzymu (postupn& 0,1; 0,2; 0,5 a 1,0 %, tj. 6,66;
13,33; 34,5 a 69,0 nkat pektinhydrolasy na g substra-
tu) a jednak zévislost degradace substrdatu na pro-
ménné koncentraci pektolytického enzymu (0,1 aZ
3,0 %, tj. 6,6—260,7 nkat pektinhydrolasy na g sub-
stratu) pii konstantni koncentraci celulasy (postup-
ne 5,0; 7,5 a 10 %, tj. 30,8; 46,3 a 61,6 nkat karbo-
xymethylcelulasy na g substratu).

Na zdkladé hodnoceni vzorkidl tohoto pomérnd
rozsahlého souboru experimentfi byla vybrédna opti-
malni kombinace enzymi. 5 % celulasy (30,8 nkat
karboxymethylcelulasy na g substrdtu) a 1 % Pecto-
foetidinu (68,3 nkat pektinhydrolasy na g substra-
tu), pfi inkuba&nim ¢ase 2,5 hodiny. Za t&chto pod-
minek se sniZi nerozpustna su$ina o 90 % pivodni
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Obr. 1. Pribéh enzymové destrukce substrdtu béhem 24ho-
dinové inkubace pri teploté 40 °C

RL — koncentrace redukujicich latek ve filtratu
— samotnd celulasa (30,8 nkat karboxymethylcelulasy/g
substrétu)

A — samotny pektolytick§ enzym (6,91 nkat pektinhydro-
lasy na g substrétu)

[ ] — kombinace obou enzyml (30,8 nkat karboxymethyl-
celulasy/g subtrdatu + 6,91 nkat pektinhydrolasy/g
substrétu)

————— — kontrola bez enzymil
SuSina — (%) zbytku na situ 0,4 mm
[] — samotnd celulasa, , — samotny pektolytick§

enzym, () — kombinace obou enzymii, —.—.—. kon-
trola bez enzymil

hodnoty suSiny inkuba&ni smési (z 6 % na 0,6 %).
Stejného tuc¢inku bylo dosaZeno aplikaci 10 % ce-
lulasy (61,6 nkat karboxymethylcelulasy na g sub-
stratu) a 5,5 % Pectofoetidinu (34,5 nkat pektin-
hydrolasy na g substratu).

Samotny pektolyticky enzym by bylo nutno uZit
v 2krat aZ 3krat vy3Si koncentraci, aby bylo dosa-
Zeno stejného stupné ztekuceni. Samotna celulasa
vykazuje jen slaby degradacni Gi€inek (sniZeni zbyt-
kové suSiny o 20% plvodni hodnoty suSiny).
Prostou extrakci bez pouZiti enzyml se dosédhlo
sniZeni su$iny pouze o 10 %. Rozdiln4 Gé&innost riz-
nych kombinaci preparéatid je dobfe patrna z obr. 2a.
Obrdzek 2b ilustruje stejny experiment, ale z hle-
diska zavislosti zmé&ny koncentrace redukujicich
latek ve $tdvé na koncentraci a poméru obou enzy-
mi. Z obou obrazkil je patrna vzdjemna korelace
sledovanych kritérii; ¢im vétSi je ztekuceni, tim
vySsi je koncentrace redukujicich latek ve 3tavé a
niZsi obsah susiny nerozpustného zbytku.

Laboratorni testy byly uzavieny srovnanim pri-
b&hu enzymové destrukce substrdatu za podminek
optimélni koncentrace enzymii pFi dvou riiznych
teplotdch inkubace 30°C a 40°C. Bylo prokdzano,
Ze pro dosaZeni poZadovaného stupné ztekuceni
substratu (pod 1 % zbytkové suSiny) je postacujici
teplota 30 °C, nebot v rozmezi teplot 30°C aZ 40 °C
nebyly zaznamendny technologicky vyznamné roz-
dily.

Stanovenim celkového obsahu karoténii v sus-
penzi pfed enzymovou degradaci a ve 35t4dvé po
konverzi bylo ovéfeno, Ze enzymovou destrukci
bunék se skuteéné vyznamné zvySi obsah vitami-
nu A ve 3tavé o 25% (z 2,052 mg vitaminu na
2,547 mg vitaminu A na 100 g tekutiny). Hodnoti-
me-li produkt z hlediska obsahu stravitelnych
sacharidli, je moZno konstatovat, Ze aplikaci en-
zym dochazi ke zvySeni jejich koncentrace asi

(*4)

0 70% ve srovnani s kontrolou bez pfidavku en-
zymil, coZ predstavuje 1,5 % redukujicich latek
oproti 0,4 %.

Technologicky diilezity je téZ poznatek, Ze &im
vys8i je koncentrace pouZité pektinhydrolasy, tim

susina
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Obr. 2a. Zdvislost suliny zbytku na situ 0,4mm [sus.
(%)] na koncentraci aplikovangch enzymii po

inkubaci 2,5 h pFi teploté 40 °C

® — samotnd celulasa, (O — samotny pektolyticky
enzym,
v — kombinace (karboxymethylcelulasa = 30,8 nkat/g
pektinhydrolasa 6,91—69,1 nkat/g substrétu,
A — kombinace (karboxymethylcelulasa = 15,4—154 nkat/
/g substrdtu + pektinhydrolasa = 6,91 nkat/g sub-
strdtu)
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Obr. 2b. Zdvislost koncentrace redukujicich ldtek ve fil-
trdtu (RL mg/ml} na koncentraci aplikovangch
enzymii po inkubaci 2,5 h pri teploté 40 °C
Viyznam symboliu shodny s obr. 2a
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vice klesd pH &tavy (z potdte¢ni hodnoty 54 az
na hodnotu 4,0). Aplikaci celulasy nedochézi ke
zméné pH b&hem inkubace, hodnota pH ziistdva
5,4 i na konci inkubace. Oba poznatky jsou v sou-
ladu s chemismem pfisludnych enzymovych reakei.
Pokles pH b&hem inkubace s pektinhydrolasou lze
vysvétlit uvolfiovanim karboxylovych skupin vlivem
pektinesterasy pfitomné v pektolytickém preparatu
(koneénym produktem hydrolyzy pektinu je ky-
selina galakturonovd) [14]. Z tohoto divodu neni
jisté Zadouci zvySovat koncentraci aplikované pek-
tinasy, aby nenastaly negativni zmény senzoric-
kych vlastnosti vyrobku. Zvyseni ztekuceni substra-
tu je vhodné zajistit volbou optimalniho pomeéru
celulasy a pektinasy.

Kvalita mrkve z hlediska stanovené susiny a
obsahu nerozpustnych polysacharidi se b&hem roku
méni. Sudina se pohybuje v rozmezi 9 a7 13 %.
Mrkev v jarnich mé&sicich je sndze atakovatelna
énzymy neZ mrkev z podzimni sklizng, v niZ byl
stanoven vy33i obsah susiny.

Volba optimélnich podminek enzymové konverze
rostlinného substratu zavisi tedy téZ na roénim
obdobi sklizn&. Doba inkubace by vSak neméla
pfekro€it 10 hodin vzhledem k mo¥nosti negativ-
niho ovlivnéni nutriéni a senzorické kvality pro-
duktu. Hodnocenim barvy, chuti a viing ziskané $ta-
vy byl skute¢né prokazan negativni vliv dlouhé in-
kuba¢ni doby na tyto vlastnosti.

Laboratorné byla téZ hodnocena moZnost zvy3eni
vylisnosti vinného mostu aplikaci enzymi do vin-
ného rmutu pfi maceraci. Vzhledem k tomu, Ze se
jednalo o laboratorni zkousky, které byly podkla-
dem pro poloprovozni experiment, snaZili jsme se
zachovat podminky blizké provoznim podminkam.

Byla testovdna efektivnost plisobeni praskové
celulasy z VOPP o aktivité 58 745 nkat karboxyme-
thylcelulasy na g prepardtu a sovétského pektoly-
tického prepardatu Pektofoetidinu o aktivité
3 450,7 nkat pektinhydrolasy na g prepardtu. Pod-
minky inkubace byly zvoleny na zédklad& zkuSenosti
ziskanych pii studiu enzymové degradace mrkve.

VZdy 5 kg &asteéns rozdrcenych bobuli bylo po-
drobeno 24hodinové maceraci v pfitomnosti enzymii
1 bez pfidavku enzymi pfi teplotd 14 + 2 °C. B&hem
inkubace byl obsah n&kolikrat (asi 5krat) promi-
chan. Celulasa byla aplikovdna v koncentracich
5,0, 15,0 a 30,8 nkat karboxymethylcelulasy na g
substrétu; pektinhydrolasa v koncentracich 5,0, 10,0
a 20,0 nkat na 1 gram substratu. U&innost enzymi
byla posuzovdna na zaklad& vyhodnoceni latkové
bilance macerace substratu s enzymy v riizné kon-
centraci a poméru a kontrolniho pokusu bez pii-
davku enzymi. MéFitkem efektivnosti byla vylisnost
Stavy, coZ je objem vylisované Stavy vyjadfeny
v procentech piivodniho objemu rmutu. Timto zpli-
sobem bylo prokazano, Ze nejvhodnéjsi je aplikace
kombinovaného preparatu celulasy s pektinasou
v koncentraci 5,0 nkat karboxymethylcelulasy a
5,0 nkat pektinhydrolasy na 1 gram substréatu.
Pfitom dojde ke zvgSeni vylisnosti az o 10 %.

V roce 18987 bylo provedeno té# nékolik provoz-
nich zkouSek na pracovistich JRD Petrova Ves a ve
Vinafskych zdvodech v Modré. Uspssné vysledky
téchto experimentd jsou v souladu s naSimi la-

boratornimi testy. V provoznim m&Fitku byla vylis-
nost zvysena o 13 aZ 16 %, coZ je pochopitelné
vzhledem k vy$5i u¢innosti provozni lisovaci tech-
niky. NaSe vysledky jsou té% v korelaci s vysledky
experimentd provddénych pracovistém V0O LIKO
Bratislava, kde se problémem pouZiti enzymovych
preparatt pii zpracovani zeleniny a ovoce podrobna
Zabyvaji [15]. Podle druhu pouZité suroviny (rybiz,
terny bez, jablka, maliny, jahody, borlivky) dociluji
aplikaci celulasovych a pektinasovych preparat
zvySeni vylisnosti o 7,8 aZ 16,0 %.

ZAVER

Z vysledkd referovanych experimentd je zfejmé,
Ze pouZiti enzymovych prepardtd nabizi moZnost
intenzifikace a racionalizace vyroby, jak z hlediska
ekonomického, tak z hlediska poZadavkd racional-
ni vyZivy.
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Rittsteinovd, L.: MoZnosti pouZiti enzymovych preparati
pFi vyrobé kalnych Sfav a pFi zvySovani vylisnosti mosta.
Kvas. priim., 35, 1989, &. 8—9, s. 247—250.

Byla feSena moZnost aplikace enzymi p¥i vfrobé ovoc-
nych, resp. zeleninovych néapoji dZusového typu. PFitom
byla hodnocena efektivnost a optimalni podminky piiso-
beni polyglukanasového preparatu ziskansho submerzni
kultivaci plisné Trichoderma viridae. Glukanasovy pre-
parat byl aplikovan téZ ve smési s pektolytickym pri-
pravkem (Pectofoetidin — SSSR). Experimentalng byla
potvrzena vysoka u¢innost takto kombinovaného prepa-
ratu. Ziskany produkt je tzv. kalna 3tava bohata na vi-
tamin A a lehce stravitelné sacharidy vzniklé konverzi
polysacharidickych sloZek substratuy.

Byla fe$ena moZnost zvyseni vylisnosti vinného mos-
tu aplikaci uvedenych enzymt do vinného rmutu pii
maceraci. Vysledky laboratornich experimenti naznadu-
ji.mznef timto zplisobem lze zvyiit vylisnost primérng
o /0.
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Purtmreiinosa, JI.: Bo3MOXHOCTL NMPHMEHEHHSI IH3HMHBIX
npenapaToB NpH NPOH3BOICTBE MYTHBIX COKOB H MpH MO-
BbIlIEHHH BbLIXOAA MpPH BbiKHMaHHu cokoB. Kgac. mnpym.,
35, 1989, Ne 8—9, ctp. 247—250.

Bbila pellena BO3MOXKHOCTb NpHMEHEHHA SH3HMOB MpH
NpOM3BOACTEE (PPYKTOBLIX HJH OBOLIHBIX HAMHTKOB  THIA
»pKyce. [Ipn 3TOM OlEHHBAJACh 3()QeKTHBHOCTL H OMNTH-
MaJpHHe YCJIOBHs AeHCTBHS NOJHIVIIOKAHA3HOro mnpenapard,
NOJIyYeHHOro cyGMepCHbIM KYJIbTHBHPOBAHHEM ILICCHEBOrO
rpub6a Trichoderma viridae. [MoKaHa3Hbi npenapar Gbl1
NpDHMEHeH Takke B CMECH C TEKTOJHTHYECKHM CpelCTBOM
(Iekrodostuann-CCCP).  JKcnepHMeHTAIbHO Obl1a  MO4-
TBep:KJeHa BbICOKas JEHCTBEHHOCTH TaKHM cnoco6oM KOM-
GHHHpPOBAHHOTO Tpenapara. TloayuenHblt TIPOAYKT — T
Ha3. MyTHBIl COK, GOrarbiii BHTAMHHOM A ¥ JIerko YCBaH-
paeMble caxapHjbl, BO3HHKIIHE TNYTeM KOHBEPCHH TOJHCA-
XapHJIHBIX KOMIIOHEHT cyfcTpara.

Bbl1a Takxke HCIBITaHA BO3MOXKHOCTbH NOBLIIEHHSI BBIXO-
Ja npH BBUKHMAHHH BHHOTPAJHOTO COKa nyTeM TNpHIOME-
HHsI TpHBeleHHbIX SH3UMOB B Me3ry NpH Malepallii. Pe-
3yMbTaTH  1a60PAaTOPHBIX — IKCNEPHMEHTOB  TMOKA3biBaloT
NPEANOI0KEHHs, UYTO TAKHM CNOCOGOM MOKHO TNOBHICHTB
BLIXO/l NpH BbIZKHMaHHH B CPeJHeEM Ha 10 %.

Rittsteinova, L.: Application of Enzyme Preparates in
Production of Turbid Juices and Higher Yields of Mash
Pressing. Kvas. priim., 33, 1989, No.8—8, pp. 247—250.

Enzyme applications in a production of fruit and/or
vegetable bewerages of the juice type has been solved.
The efficiency and the optimum conditions of the effect
of the polygluconate preparation obtained from the sub-
merged culture of Trichoderma viridae were tested. The
gluconate preparation has also been applied in the mix-
ture with the pectolytic preparation (Pectofoetidin —

USSR). The high efficiency of this combined preparation
was experimentally confirmed. The product obtained is
so called turbid juice having a high content of vitamin A
and well digestive saccharides resulting from the con-
version of polysaccharides of the substrate. Further, the
above mentioned enzymes has also been added into grape
mash during maceration with the aim to increase the
yield of a mash pressing. The results of laboratory expe-
riments showed that the yield of pressing can be
incr2ased by about 10 % using these enzymes.

Rittsteinova, L.. Miglichkeiten der Anwendung von
Enzympriparaten bei der Herstellung triiber Sifte und
bei der Steigerung der PreBausbeute von Weinmosten.
Kvas. pram., 35, 1989, Nr. 8—9, S.247—250.

Es wurde die Moglichkeit der Enzymapplikation bei
der Herstellung von Obst- bzw. Gemiisegetrdnken von
dem Juice-Typ geldst und erprobt. Dabei wurde die
Effektivitdit und die optimalen Wirkungsbedingungen
eines Polyglukanaseprdparts bewertet, das durch sub-
merse Kultivation des Schimmelpilzes Trichoderma
viridae gewonnenwurde. Das Glukanaseprdparat wurde
auch im Gemisch mit einem pektolytischen Praparat
(Pectofoetidin aus der UdSSR]) appliziert. Experimental
wurde die hohe Wirksamkeit des so kombinierten Pra-
parats bewiesen. Das gewonnene Produkt ist der sosg.
triibe Saft, reich an Vitamin A und leicht verdauliche
Saccharide, die durch Konversion der polysaccharidischen
Bestandsteile des Substrats entstehen.

Es wurde weiter auch die Moglichkeit der Steigerung
der Prebausbeute von Weinmost durch Applikation der
erwidhnten Enzyme in die Traubenmaische bei der
Mazeration erprobt. Die Ergebnisse der Laborexperimente
deuten an, daR man auf diese Weise die PreRausbeute im
Durchschnitt um 10 % verbessern kann.



