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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kontinuierlichen enzymatischen Behandlung von
pektinhaltigen Flissigkeiten, vorzugsweise von Frucht- und Gemuseséften. Das Verfahren ’
gestattet die Hersteliung von klaren Saften und von hochwertigen Saftkonzentraten. Darliber
hinaus ist es auch zur Herstellung von Pektinhydrolysaten, die bestimmte oligomere
Galakturonsauren enthalten, einsetzbar. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde,
Verfahrenbedingungen zur Erhdhung der Wirksamkeit von tragerfixierten unloslichen
pektinolytischen Enzymen fir den kontinuierlichen Pektinabbau aufzuzeigen. Erfindungsgemaf’
wird ein auf einem Tréger fixiertes Enzymgemisch mit einem Aktivitatsverhaitnis von 0,2 bis 2,0,
vorzugsweise 0,5 bis 1,0 der Hauptwirkkomponenten Polygalakturonase und Pektinesterase
gingesetzt.
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Verfahren zur kontinuierlichen enzymatischen Behandluung
pektinhaltiger Fliilssigkelten

Anwendungsgebiet der Erfindung

Pekitinhaltige Flﬁssigkeitan, vorzugsweiss Fruchi- und Ge-
miisesdfte, weisen aufgrund makromolekularer Pektininhalts—
stoffe eine relativ hohe Viskosit&t auf., Diese erschwert
bzw, verhindert die Abtrennung von kolloiden Triibbestand-
teilen, das sogenannte Xliren, die Flltration zu klaren
Saften und insbvesondere die Produktion von hochﬁertigen
Saftkonzentraten durch Wasserverdampfung fir die Herstel=-
lung von Getrinken sowie das Vermischen von Siften baw.
Saftkonzentraten mit Alkohol ohne Niederschlagsbildung
fiir die Herstellung von speziellen Spirituosen,

In all diéseh Fillen ist ein Pektinabbau bis zu einer
bestimmten Restviskositdt erforderlich, der durch das er-
findungsgemiBe Verfahren gewdhrleistet wird., Dariiber hin-
aus kann das Verfahren auch zur Herstellung von Pektinhy-
drolysaten, die bestimmte oligomere Galakturonsiduren,
beispielsweise fiir analytische Zwecke, enthalten, einge-
setzt werden. '
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Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

™

Die Kldrung bzw. Depektinisierungvon Fruchtsdften und die
‘Herstellung von Pektinhydrolysaten erfolgt in der Regel
durch die Pehandlung der Substrate mit pektinolytischen
Enzympriparaten aus Schimmelpilzen {ispergillus spec.)

vor allem mittels sogenannter Pektinasen oder Klarenzyme.,
Der erforderliche Pektinabbau wird gewihrleistet durch die
Hauptwirkkomponenten Polygalakturonasen (EC 3.2.1 .15) und
Pektinesterasen (EC 3.1.1.11). Pektinesterasen sind be-
kanntlich allein zum Pektinabbau nicht in der Lage. Ge=
briuchlich sind verschiedene l¥sliche Kl&renzyme, die bis-
her hauptsichlich in diskontinuierlichen technischen Pro-

zessen des Pektinabbaus eingesetzt werden.

Der EinfluB und die Bedeutung der Hauptwirkkomponenten:
fiir einzelne pektinolytische Enzymsysteme ist unter defi-
nierten Substratbedingungen weitgehend bekannt, Aufler den
Kl&drepnzymen sind aber auch noch Maischeenzyme und Mazerier
enzyme, sogenannte Mazerasen, handelsiiblich, Fiir den ratio
nellen Einsatz der pektinolytischen Enzyme ergeben sich
fir den Fachmann insbesondare Probleme aus der JiEL falt
der angebotenen Handnlspranrate, die wisderum. aus mehre-
ren Einzelenzymen mit unterschiedlicher Aktivitdt bestehen
und verschiedene Pektinpolysaccharide als Substrate bevor-
zZugen, ’

Bekannt iéf'éﬁch”&ie Modifizierung von 16slichen pektino-
lytischen Enzymen durch Zumischung eirer anderen Enzyt-
komponente., Dazu gehﬁrt'der Zusatz von Pektinesterase zur
Wirkungsverstirkung eines Enzymoriparates (US P 2 457 560)
bei der Hydrolyse der glykosidischen Bipdung von Poly-
galakturoniden in einer Menge von etwa 0,085 bls etwa
2,360 Teilen pro Teil Enzympridparat. Gesicherte Kenntnis-
se Uber den EinfluB und die Bedeutung von bestimmten Akti-
vititsverhiltnissen der zum Einsatz kommendern Enzyme fir
eine kontinuierliche enzymatische Behandlung pektinhalti-
ger Fliissigkeiten sind daraus jedoch nicht zu entnéhmen,
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' Das betrifft sowohl die Art und Zusamménsetzung der Aus-
gangsenzympréiparate als auch ihre Aktivitdten und Einsatz—~
bedingungen,

Bei den vorgeschlagenen kontinuierlichen Verfahren zum
Pektinabbau werden handelsitibliche Klidrenzyme aus Schimmel-
pilzen 4n 1léslicher oder in trégerfixierter Form verwendet,
wobei die zu behandelnden pektinhaltigen Flissigkeiten,

wie Fruchtsifte oder Gemiisesifte oder Pektinsiurelésungen,
‘eine Festbettkolonne oder einen gerilhrten Reaktor bzw. Kas-
kadenreaktor, gesteuert iiber eine ViskositétSmessung, durch-
flieBen. ' |

Die vorgeschlageneﬁ kontinuierlichen Verfahren, hingen ge~

" perell hinsichtlich ihrer Effektivit&t nach Teistung pro
Zeiteinhelt und nach dem erforderlichen Anlagenaufwand ent-
scheidend von der Wirksamkeit des enzymatischen Pektinab-
baus ab. Dies trifft sowohl fiir den Einsatz 1loslicher Enzy-
me als auch in weit stirkerem MaBe fiir depn Einsatz an unl@s-
liche Trigermaterialien fixierter Enzyme zu. Bel letzteren
ist das im l@slichen Zustand vorhandens Zusammenwirken der
jeweils eingesetzten Einzelenzyme und die aufeinander abge-
stimmte Wirksamkeit beim Pektinabbau, wie umfassende Unter- -
suchungen geZeigt haben, nicht ohne weiteres gewdhrlelstet.
Ursachen dafiir sind verschiledene Einfluabedingungen, die mit
der Trégerfixiérung der pektinolytischen Enzyme im ZuSammen-
hang sfehen, wie eine Substratbehinderung und/oder eine Ver-
dnderung in der Spaltuthweise in Abhidngigkeit von der Poro-
sitst des Trégermaterials, der Fixierungsarti und der spezi-
fischen Aktivitit der Enzym-Trigerkomplexe. Der bisher stets
auftretende generelle"Effektivitétsverlust der eingesetazten
trigerfixierten Enzyme gegeniiber den 1l8slichen Enzymen mufl
daher durdh eine méglichst hohe Wirksamkeit beim Pektinabbau
sowie durch die Mehrfachnutzung der'Enzym-Trégerkbmplexe kom-
pensiert werden, | | '

Ziel der Erfinduhg

Ziel der Erfindung ist es, in einem Enzymreaktor einen még-
lichst schnellen kontirnuierlichen Pektipabbau in pektinhal-
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tigen Flissigkeiten mit einem trigerfixierten unltslichen
pektinolytischen Enzymgemisch zu erreichen,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Brfindung liegt die Aufagbs zugrunde, Verfahrensbsdin-
gungen aufzuzeigen, welche die Wirksamkeit der trégerfixier-
ten upléslichen pektinolytischen Enzyme beim kontinuier-
lichen Pektinabbau so erhdhen, daB ihre Anwendung in einem
Enzymreaktor die erforderliche Reaktionsgeschwindigkeit

an den zu behandelnden SZften oder Pektinl@sungen gewidhr-
leisten.

Es wurde gefunden, dall dies erreicht wird, wenn der Pektin-
abbau in pektinhaltigen Flilssigkeiten, vorzugsweise Frucht-
und Gemilsesdften sowie Pektinldsungen, mit einem tr#gerfixie:
ten unléslichen pektinolytischen Enzymgemisch, welches ein
Aktivitatsverhiltnis der Hauptwirkkomponenten Polygalakturo-
nasen (EC 3.2.1.15) und Poktinesterasen (EC 3.1.1.11) von
0,2 bis 2,0, vorzugsweise 0,5 bis 1,0, aufweist, unter tur-

-bulenten_Strﬁmungsbedingungen vorgenvmmen wird.

Derartig hochwirksame Polygalkturonase/Pektinesterase-ik-
tivit&tsverhdltnisse werden bisher von handelstiblichen
pektinolytischen Engymprédparaten aus Schimmelpilzen nicht
erreicht. Die bisher bekannten Arbeitsweisen beruhen daher
auf einer gegeniiber der tatsdchlich erfindungsgemif er-
reichbaren Geschwindigkelt beim Pektinabbau auf einer gering
ren Wirksamkeit der gebriduchlichen Enzympriparate.

. Zur Festlegung der erfindungsgemédl entscheidenden Aktivi-

tdtsverhidltnisse wird die Aktivitdt beider Hauptwirkkompo-
nenten bel pH 4,5 und 30 %t in internationalen Enzymeinhei-

‘ten mit standardisierten Substraten bestimmt. Diese stan-

dardisierten Substrate sind fiir Polygalakturonase aus Asper-
gillus spec. gerelnigte Citruspektinsdure mit einem Galak-
turonangehalt von mindestens 80 %, einem Aschegehalt kleiner
als 1,0 % und einer Grenzviskosititszahl [77 von 75 bis
100 ml pro g Galakturonan sowie fUr Pektinesterase verschie~
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dener Herkunft gefeinigtes Citruspektin mit einem Vereste-
rungsgrad von 55 bis 65 %.

Fir die Bestimmung der Aktivitdt der Polygalakturonase
werden eine 1 %ige Pektinsiureldsung, bezogen auf Galak-

| turonan, in 0,1 Citratpuffer von pH 4,5 verwendet und die

freigesetzten reduzierenden Endgruppen in mol pro min im

linearen Reaktionsbereich nach der jodometrischen Methode

durch Titration mit 0,025 N Natriumthiosulfat-LﬁSung quan-

titativ ermittelt. |

Zur Bestimmung der Aktivitdt der Pektinesterase werden eine
0,5 %ige Pektinldsung bezogen auf Galakturonan, von pH 4,5
in destilliertem Wasser verwendet und die freigésetzten
Carboxylgruppen in mol pro min im linearen Reaktionsbe-
reich nach der pH-stat-Methode durch Titration mit 0,05 M
Natronlauge quantitativ ermittelt. (PHAFF, H.J, bzw.
KERTESZ, Z.Il., Methods in Enzymology, 8 (1966) baw. 1
(1955) 159). ‘

Fiir den effektiven Einsatz an unltsliche Trigermaterialien
fixierter pektinolytischer Enzymé ist die Erreichung des
erfindungsgemdfen Polygalakturcnase/Pektinesterase-Akti~
vitdtsverhdltnisses auf der Trégeroberfléche bei der Tri-
gerfixierung der beiden Haupiwirkkomponenten, gegebenpen-
falls unter Einsatz von Pektinesterasen unterschiedlicher
Herkunft, von entscheidender Wichtigkeit. |

Es wurde weiterhin gefunden, daB eine schrittweise Tri-
gerfixierung der Pektinesterase sich auf die Wirksamkeit

der Enzym-Trigerkomplexe sowie auf das Zusammepnwirken vonp
Polygalakturonasen und Pektlnesterasen gilinstig auswirken.
Dabel ist es gleidhgﬁltig,.ob im ersten Schritt Pektineste-
‘rase aus Schimmelpilzen oder aus hdheren Pflanzen, z. B.

aus Orangen, Tomaten, Weifkohl, an einem technisch rele-
vanten pordsen bzw. gelartigen organischen oder anorga-
nischen TrZger, in an sich bekannter Weilse fixiert wird.
Wesentlich ist, dafBl die Pektinesterase mehr in den inperen Be-
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reichen der Porenoberfliche gebunden vorliegt.

Eine weitere Effektivititssteigerung wird erreicht, wenn
nicht die gesamte fiir die TrHgerfixierung nutzbare Ober-
fldche mit dem Zweiengymsystem, gemessen als maximale spe~
zifische Aktivit#t der Polygalakturonase pro g baw. ml
Trigermaterial, besetzt ist. Unter Berticksichtigung, auch
dkonomischer Gesichtspunkte, sind spezifische Aktivititen
von 10 bis 60 % der maximal erreichbare spezifischen Akti~-
vitdt fir eine Bindungsart und ein Trigermaterial vorteil- .
- haft. Erfindungsgemif bevorzugt werden sowohl fiir porése
als auch fiir gelartige Trigermaterlalien spezifische Akti-
vititen um 30 %. |

Fir den kontinuierlichen Pektinabbau, insbesondere in
Fruchtsédften oder Pektinl&sungen ist ferner von Bedeutung,
daf dieser 1n einem’ gesteuerten Reakter unter turbulenten
Strémungsbedingungen erfolgt. Dadurch wird gewidhrleistet,
daB der Pektinabbau nicht durch Substratmangel bzw, durch
lokale AnhZufung von weniger schnell spaltbaren Pektinab-
bauprodukten sich vorzeitig verlangsamt.

Bine fiir die Austibung des erfindungsgeméillen Verfahrens
bendgtigte Trégerfixierung des Enzymgemisches uit dem gew
wilnschten Aktivitiisverhdltnis ist relativ einfach zu'er-
reichen. Als ein technisch relevanter Triger wird beispiels-
weise ein pordses Polystyrol eingesetzt. Zundchst erfolgt
dabei eine Aktivierung der Trigermatrix, danach die Bindung
der vorgesehenen Enzyme. Weiltere geeignete Enzym-Triger-
komplexe werden durch Kupplung der Enzyme_an BrCN-Aktivier-
te. SEPHAROSE. in an sich bekannter Weise erhalten. .
Beim Arbeiten mit einem Polystyroltrager wird im allgemei- _
nen wie folgt verfahren:

1 Teil trockenes kugelformiges Polystyrol G 8 TEPA wird .

mit 0,2 Teilen Benzochinon, die in 8 Teilen Dioxan gelést
sind, 20 bis 30 min bei Zimmertemperatur geriihrt oder ge=
schﬁttelt. Anschlieﬁend wird “Jmal jewells 15 min mlt Etha~
nol oder Dioxan und danch 3mal ge 10 min mit Nasser bzw,
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Kupplungspuffer gewaschen. Der Wasch#organg ist beendet,
wenp im Waschwasser kein Chinoin mehr nachwelsbar ist
(im anderen Fall tritt pach Zusatz von einigen Tropfen
Ethanolamin eine rotbraune Farbe auf). AbschlieBend wird
der sktivierte Polystyroltrdger durch Absaugen erhalten.
Die Enzymbindung erfolgt zweckmdliger Welse wie folgt:

Das zu bindende Einzelenzym bzw. Enzymsystem wird in 0,1 M
Phosphatpuffer von pH 7,4 oder in einem anderen Amino-
gruppen—freien Kupplungspuffer geldst (5 bis 10 eile)
und bei Raumtemperatur mindestens 2 h oder bel 4 °C min-
destens 12 h mit dem aktivierten Polystyroltriger ge-
schilttelt., Die Binduhg ist auch bei niedrigeren pH-Werten
unter Verlingerung der Reaktionszelt mbglich. Zur Abtreﬁ-
pung der nur lose adsorptiv gebundenen Enzyme werden die
Engym-Trigerkomplexe mehrfach jewegils 20 min mit 0,025 M
Acetatpuffer von pH.4,5, der 0,5 M an NaCl enthdlt, oder
mit Pektmnsubstratlosung gewasohen (ca, 20 Teile). Die
Enzym-Trigerkomplexe kdnnen im feuchten Zustand bel ca.

4 °C lsngere Zeit ohne Aktivitdtsverlust gelagert werden.

Unter der beispielhaft angegebenen Immobilisierungsbedin—
gungeh werden die beiden erfindungsgemdB eingesetzten
Hauptenzyme, Polygalakturonase und Pektinesterase, zu Uber
S0 % kovalent an die Trigermatrix gebunden. '

Zur Erzielung des erfipdungsgemifien Polygalakturonase/
Pektinesterase-Aktivit&tsverhdltnisses wird das geldste
Enzymsystem, als eip Enzymgemisch vorliegend, zum ge-
wiinschten AktivitdtsverhiZltnis unmittelbar oder unter vor-
geschalteter Bindung der Pektinesterase und nachgeschalte-
ter Bindung von Polygalakturonase oder eines Enzymsystems,
~ das von vornherein Polygalakturonase und Pektinesterase als
. Hauptwirkkomponenten enthalt, tragerfixiert.

Anstelle des. berelts erwZhnten Phosphatpuffers haben sich
- auch Acetat-, Citrat- und Boratpuffer von pH 6,5 bzw. 7, 0
fiir die Enzymkupplung gut bewdhrt. Fir die Trégerfixieruﬁg
der Pektinesterase erweisen sich Kupplungspuffer, die biva-
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lente Metallkationen enthalten, aufgrund ihrer Enzym sta-
bilisierenden Wirkung als besonders geeignet,

Das erfindungsgemifBe Verfahren wird nachfolgend an zwel
Ausfiihrungsbeispielen sowie in Figur 1 ndher erliutert;

Ausfiihrungsbeispiele

Beispiel 1

Dle partielle Depektinisierung von Abfelsaft erfolgt in
einem thermostatierbaren Riihrreaktor (continuous stirred
tank reactor) bei 30 bis 50 °C. Der Pektinabbau wird mit
einem automatischen Viskosimeteg,das dem Reaktionsgefdf
nachgeschaltet 1st, Uber die Dampfung einer Ultraschall-
schwingung zeitlich verfolgt. Die Steuerung des Prozesses
wird tiber die Durchflufigeschwindigkeit mittels eines Stell-
ventils vorgenommen, In dem Reaktor befindet sich ein En-
zym-Trigerkomplex mit einem AktivitHtsverhiltnis der Poly-
galakturonase/Pektinesterase von 1,9 und einer Halbwerts-

~zeit von 20 Tagen in einer Menge von 2,5 Kilogramm pro

41000 Iiter Reaktorvolumen. Der eingesetzite Apfelsaft wird
mit einer Viskosit#t von 5,24 mPa.s innerhalb von 15 bis

60 min im stationdren Betrieb auf eine Endviskositdt von
1,20 bis 1,63 mPa.s gebracht.und anschlieBend in an sich
bekannter Weise fiir die Konzentratherstellung geklirt. Der
Einflul des Polygalakturonase/?ektlnesterase-Akt1vitatsver—ﬂ
h#ltnisses auf die Geschwindigkeit des Pektinabbaus geﬁ%
unmittelbar aus der Figur 1 hervor. Darin ist der jeweils
ermittelte Pektinabbau auf ein Polygalakturonan/Pektineste~
rase—Aktivitétsvergéltnis = 1 : 1 bezogen. Man erkennt die
bedeutende Zunahme der Wirksamkeit bei kleinen Zahlenwerten

des}Aktivitétsverhéltnisses im Bereich um 1,

Béisgiel 2

Unter den im Beiaplel 1 angegebenen Verfahrensbedingungen
wird elne 0,5 % Apfelpektlnlosung mit einem Veresterungs— _
grad von 60 % bei 30 °C und pH 4,5 (0,02 M Citratpuffer)
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kontinulerlich zu oligomeren Spaltprodukten abgebaut. Der
ProzeB wird iiber den Viskosititsverlust und die jodome-
trisch ermittelte Rate an gespaltenen A (1=»4)=glykosidi~
schen Bedingungen kontrolliert. Gegen Ende der Reaktion
werden ebenfalls, wie bel der Anwendung léslicher Enszyme,
Hydrolysegrade um 40 % erreicht. Die Hydrolysate setzen
sich dann im wesentlic_hén aus Mono-, Di- Trigalakuronsiu- -
re zusammen und sind nicht mit dem Enzymprdparat verun—
reinigt. | ‘

9,



Erfindungsanspriiche

1, Verfahren zur kontinulerlichen enzymatischen Behandlung
pektinhaltiger Flissigkeiten, vorzugsweise von Fruchi-

" und Gemiisesiften sowie Pektinltsungen, mittels pektino-
lytischer Enzyme aus Aspergillus spec. und gegebenenfall
unter Zusatz von Pektinesterase in einem Enzymreaktor,
unter turbulenten Stromungsbedingungen, dadurch gekenn-
zelchnet, daf auf einem Tridger fixlert eln Enzymgemisch
mit einem bei pH 4,5 und 30 °C gemessenen Aktivititsver-
hdltnis der Hauptwirkkomponenten Polygalakturonase (EC
3.2.1.15) und Pektinesterase (EC 3.1.1.11) von 0,2 bis
2,0, vorzugsweise von 0,5 bis 1,0, eingesetzt wird,

2. Verfahren pach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB in
einem ersten Schritt Pektinesterase und anschlieBend
- Polygalakturonase oder gleichzeitig das pektinolytische
Fnzymsystem aus Aspergillus spec., das Polygalakturonase
und Pektinesterase als Hauptwirkkomponenten enthi#li,
auf den Trdger fixiert werden.

——

Hierzu 1Seite Zeichnungeén
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