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(54) VERFAHREN ZUR ENZYMATISCHEN BEHANDLUNG VON VORENTSAFTETER MAISCHE

(57) Vorgeschiagen wird ein Verfahren zur enzymatischen Behandiung *
von vorentsafteter Maische aus Friichten oder Gemuisen durch Zusatz
eines wasserigen Mediums unter Bildung einer viskosen Masse und
Zusatz einer Enzymzubereitung, umfassend Cellulasen, Hemicellulasen
und Pectinasen zu der viskosen Masse, wobei vorzugsweise die
Behandlungstemperatur in tiblicher Weise zwischen 10°C und 65°C, ins-

“besondere 2wischen 15°C und 30° oder zwischen 45°C und 55°C, liegt,
vorzugsweise die Behandiungszeit zwischen 10 Minuten und 15 Stun-
den, insbesondere zwischen 30 Minuten und 3 Stunden, liegt, vorzugs-
weise der pH-Wert wahrend der Behandiung in Gblicher Weise der
natirliche pH-Wert ist und entionisiertes Wasser als wésseriges Medium
verwendet wird und vorzugsweise die Extraktionsflissigkeit von einem
vorherigen Pressen der Maische als wasseriges Medium verwendet
wird, bei dem man als Enzymzubereitung eine Carbohydrase~Zuberei-
tung, die eine durch Selektionieren eines Mikroorganismus des Stammes
Aspergillus aculeatus CBS 101.43 und/oder Aspergillus japonicus IFO
4408 auf einem Fermentationsmedium, dessen Hauptkohienstoffquelie
ein flissiges Polysaccharid (SPS) ist, das insbesondere aus einem
pilanzlichen Rohprotein, vorzugsweise entfettetem Sojamehl, erhalten
wurde, gebildete Carbohydrase zum Abbau von Iéslichen Polysac-
chariden (SPS-ase), die fihig ist zum Abbau von Soja-SPS unter
geeigneten Bedingungen zu Abbauprodukten, die sich an Protein in
einem wasserigen Medium in einem geringeren AusmaB aniagern, als
sich das Soja-SPS vor dem Abbau an das gleiche Protein unter ent-
sprechenden Bedingungen anfagern warde, in einer Menge mindestens
entsprechend einer MOU-AKtivitat von 10 MOU-Einheiten/kg vorent-
safteter Maische enthalt, sowie eine Maische aus Apfein, Birnen,
schwarzen oder roten Johannisbeeren, Pfirsichen, Aprikosen, Beeren,
Trauben, Zitrusfrichten, tropischen Friichten, Karotten, Kartoffeln,
Sellerie, Paprika, Erbsen, Tomaten, Kohl oder Zwiebeln einsetzt.
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur enzymatischen Behandlung von vorentsafteter Maische aus
Friichten oder Gemiisen durch Zusatz eines wisserigen Mediums unter Bildung einer viskosen Masse und
Zusatz einer Enzymzubereitung, umfassend Cellulasen, Hemicellulasen und Pectinasen zu der viskosen Masse,
wobei vorzugsweise die Behandlungstemperatur in iiblicher Weise zwischen 10 °C und 65 °C, insbesondere
zwischen 15 °C und 30 °C oder zwischen 45 °C und 55 °C, liegt, vorzugsweise die Behandlungszeit zwischen
10 Minuten und 15 Stunden, insbesondere zwischen 30 Minuten und 3 Stunden, liegt, vorzugsweise der pH-
Wert wihrend der Behandlung in iiblicher Weisc der natiirliche pH-Wert ist und entionisiertes Wasser als
wisseriges Medium verwendet wird und vorzugsweise die Extraktionsfliissigkeit von einem vorherigen
Pressen der Maische als wiisseriges Medium verwendet wird.

Ein derartiges Verfahren ist grundsétzlich aus der US-PS 4 275 648 bekannt.

Vorentsaftete Maische ist teilweise entsaftete Maische, d. h. Maische, aus der ein Teil des Saftes entfernt
worden ist, vorzugsweise durch Pressen.

Obst- und Gemiisesifte, besonders Apfelsaft, kénnen hauptséichlich durch Pressen oder durch vollstindige
Verfliissigung hergestellt werden. Selbst wenn eine vollstindige Verfliissigung der einfachste Weg ist, um
einen Saft zu erhaiten, erfordert die vollstindige Verfliissigung eine verhiltmismaBig hohe Enzymmenge und
aus diesem Grund wird das iibliche PreBverfahren, bei dem weniger Enzym erforderlich ist, hiufig bevorzugt.

Bei Anwendung des iiblichen PreBverfahrens entsteht eine verhiltnism#Big groBe Menge an vorentsafteter
Maische. In der US-PS 4 275 648 ist angegeben, diese vorentsaftete Maische einer enzymatischen Behandlung zu
unterwerfen, um weiteren Saft aus der vorentsafteten Maische zu erhalten. Es hat sich jedoch gezeigt, daB bei
Verwendung der iiblichen, in der US-PS 4 275 648 angegebenen Enzyme die Behandlungszeit der vorentsafieten
Maische verhiltnismiBig lang ist, daB die Geschwindigkeit der Viskosititsabnahme der aus vorentsafteter
Maische und dem wébBrigen Medium bestehenden viskosen Masse verhilmismaBig niedrig ist und daB der
Durchsatz in Bezichung auf das Pressen nach der Behandlung der vorentsafteten Maische verhiltnismaBig
gering ist.

Es bestand daher die Aufgabe, ¢in Verfahren zur enzymatischen Behandlung von vorentsafteter Maische der

_oben erwidhnten Art zu entwickeln, mit dessen Hilfe dic Behandlungszeit der vorentsaficten Maische

wesentlich verringert werden kann, die Geschwindigkeit der Viskositidtsabnahme der aus vorentsafteter
Maische und dem wiBrigen Medium bestehenden viskosen Masse deutlich erhéht werden kann und der
Durchsatz in Beziehung auf das Pressen nach der Behandlung der vorentsafteten Maische wesentlich erhoht

-werden kann.

Es hat sich nun iiberraschenderweise gezeigt, daB die oben angegebene Aufgabe geldst werden kann, wenn
eine spezielle Enzymzubereitung fiir die enzymatische Behandlung angewandt wird.

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist demgemaB dadurch gekennzeichnet, da8 man als Enzymzubereitung
cine Carbohydrase-Zubereitung, die eine durch Selektionieren eines Mikroorganismus des Stammes Aspergillus
aculeatus CBS 101.43 undfoder Aspergillus japonicus IFO 4408 auf einem Fermentationsmedium, dessen
Hauptkohlenstoffquelle ein fliissiges Polysaccharid (SPS) ist, das insbesondere aus einem pflanzlichen
Rohprotein, vorzugsweise entfettetem Sojamehl, erhalten wurde, gebildete Carbohydrase zum Abbaun von
lslichen Polysacchariden (SPS-ase), die fahig ist zum Abbau von Soja-SPS unter geeigneten Bedingungen zu
Abbauprodukten, die sich an Protein in einem wisserigen Medium in einem geringeren AusmaB anlagern, als
sich das Soja-SPS vor dem Abbau an das glexche Protein unter entsprechenden Bedingungen anlagem wiirde, in
einer Menge mindestens entsprechend einer MOU-Aktivitit von 10 MOU-Einheiten/kg vorentsafteter
Maische enthilt, sowie eine Maische aus Apfeln, Birnen, schwarzen oder roten Johannisbeeren, Pfirsichen,
Aprikosen, Beeren, Trauben, Zitrusfriichten, tropischen Friichten, Karotten, Kartoffeln, Sellerie, Paprika,
Erbsen, Tomaten, Kohl oder Zwiebeln einsetzt.

Vorteilhaft wird dabei eine Carbohydrase eingesetzt, die fahig ist, Soja-SPS in einem wisserigen Medium
zu Abbauprodukten abzubauen, die sich an pflanzliches Protein in dem wisserigen Medium in geringerem MaBe
anlagern, als Soja-SPS vor dem Abbau sich an das gleiche pflanzliche Protein in dem wisserigen Medium
angelagert hiite.

Insbesondere wird eine Carbohydrase eingesetzt, die fahig ist, Soja-SPS in einem wiisserigen Medium mit
einem pH-Wert, der nicht mehr ais 1,5 von 4,5 abweicht, zu Abbauprodukten abzubauen, die sich an Sojaprotein
in dem wisserigen Medium in einem geringeren Ausmag anlagern, als das Soja-SPS sich vor dem Abbau an das
Sojaprotein in dem wisserigen Medium angelagert hite.

Besonders vorteilhaft gelangt eine Carbohydrase zur Anwendung, die fahig ist, Soja-SPS zu Abbau-
produkten abzubauen, die sich an pflanzliches Protein in einem AusmaB von weniger als 50 %, insbesondere
weniger als 20 %, anlagern, als Soja-SPS sich vor dem Abbau an das pflanzliche Protein in dem wisserigen
Medium angelagert hiitte.

Es konnen sich auch bei einem Carbohydrasc-Test nicht ansprechende Carbohydrasen eignen, gunsng wird
jedoch jeweils eine solche ausgewdhlt, die einen positiven Carbohydrase-Test ergibt, wenn sic nach dem
qualitativen und quantitativen Carbohydrase-Bestimmungsverfahren untersucht wird.

Ein Verfahren zur Herstellung derartiger SPS-asen ist in der AT-PS 387 789, (vergl. auch DE-OS 3 247 276)
beschrieben, auf deren Offenbarungen durch Hinweis Bezug genommen wird.

Gegenstand dieser Patentschrift ist ein Verfahren zur Herstellung von neuen SPS-asen, das dadurch
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gekennzeichnet ist, daB ein auf einem Fermentationsmedium, dessen Hauptkohlenstoffquelle ein fliissiges
Polysaccharid (SPS) ist, das insbesondere aus einem pflanzlichen Rohprotein, vorzugsweise entfettetem
Sojamehl, erhalten wurde, selektionierter Mikroorganismus des Stammes Aspergillus aculeatus CBS 101.43
und/oder Aspergillus japonicus IFO 4408 zur Bildung einer Carbohydrase, die fahig ist zum Abbau von Soja-
SPS unter geeigneten Bedingungen zu Abbauprodukten, die sich an Protein in einem wisserigen Medium in
einem geringen AusmaB anlagern, als sich das Soja-SPS vor dem Abbau an das gleiche Protein. unter
entsprechenden Bedingungen anlagern wiirde, in einem Nahrmedium geziichtet wird.

Das beim erfindungsgemiBen Verfahren eingesetzte Medium kann zum Beispiel Leitungswasser sein, ist
jedoch vorteilhafter entionisiertes Wasser oder die Extraktionsfliissigkeit eines vorausgehenden Pressens der
Maische.

Bei einer bevorzugten Ausfithrungsform des erfindungsgem#Ben Verfahrens wird die SPS-ase in einer
Menge zugesetzt, entsprechend einer MOU-Aktivitit zwischen 10 und 2000 MOU-Einheiten/kg vorentsaftete
Maische (die Definition der MOU-Einheit ist weiter unten angegeben). Auf diese Weise kann ein KompromiB
zwischen einer kurzen Behandlungszeit und einer hohen Geschwindigkeit der Viskosititsabnahme erreicht
werden.

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgeméaBen Verfahrens wird eine SPS-ase-Zubereitung
verwendet, die gebildet werden kann von Aspergillus aculeatus CBS 101.43. Auf diese Weise wird ein
optimales Verhiltnis zwischen Cellulasen, Hemicellulasen, Pectinasen und SPS-ase beziiglich einem
maximalen Abbau erzielt.

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemiBen Verfahrens liegt die Behandlungs-

temperatur in iiblicher Weise zwischen 10 °C und 65 °C, vorzugsweise zwischen 15 °C und 30 °C oder

zwischen 45 °C und 55 °C. Bei dem bevorzugten niedrigeren Temperaturbereich ist die Reaktionsge-
schwindigkeit verhiltnismaBig niedrig, aber dafiir ist der Geschmack des Abbauproduktes der vorentsafteten
Maische ausgezeichnet. Bei dem bevorzugten hoheren Temperaturbereich ist die Reaktionsgeschwindigkeit
verhiltnismaBig hoch, wihrend der Geschmack des Abbauproduktes der vorentsafteten Maische etwas weniger
gut sein kann, Da das Abbauprodukt der vorentsafteten Maische nur ein kleiner Teil des priméren Saftes ist, ist
diese mogliche Verschlechterung nicht von praktischer Bedeutung. Der dazwischen liegende Temperaturbereich
ist weniger bevorzugt wegen der Gefahr einer mikrobiellen Verunreinigung.

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform des erfindungsgemiBen Verfahrens liegt die
Behandlungszeit zwischen 10 Minuten und 15 Stunden, vorzugsweise zwischen 30 Minuten und 3 Stunden. In
dem unteren Bereich des Zeitintervalls ist der Abbau der vorentsafteten Maische verh#ltnism#Big gering, dafiir
ist jedoch der Durchsatz durch die Anlage verhiltnismaBig hoch. Bei dem hoheren Bereich des Zeitintervalls ist
der Abbau der vorentsafteten Maische verhiltnismaBig stark, wihrend der Durchsatz durch die Anlage
verhéltnism#Big gering ist. .

Der pH-Wert fiir die Behandlung ist bei dem erfindungsgemiBen Verfahren vorzugsweise der natiirliche
pH-Wert und als wiBriges Medium wird vorzugsweise entionisiertes Wasser verwendet. Auf diese Weise tritt
keine Stérung der Zusammensetzung durch natiirliche Mineralsalze auf.

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemiBen Verfahrens wird die Extraktions-
fliissigkeit von einem vorherigen Pressen der Maische als wiBriges Medium verwendet. Auf diese Weise
konnen die Kosten fiir die Endkonzentration des fliissigen Extrakts aus der vorentsafteten Maische reduziert
werden.

Das Obst oder Gemiise, das fiir das erfindungsgemiBe Verfahren angewandt wird, sind Apfel, Birnen,
schwarze oder rote Johannisbeeren, Pfirsiche, Aprikosen, Beeren, Trauben, Zitrusfriichte, tropische Friichte,
Karotten, Kartoffeln, Sellerie, Paprika, Erbsen, Tomaten, Bohnen, Kohl oder Zwiebeln. Es hat sich gezeigt, daB
alle oben erwihnten Vorteile mit vorentsafteter Maische erreicht werden kénnen, die von diesen Friichten oder
Gemiisearten stammt.

Ublicher Weise betrigt das Trockengewicht der Trester etwa 10 bis 50 %, bezogen auf das Trockengewicht
der als Ausgangsmaterial eingesetzten vorentsafteten Maische. So stellt Trester den Frucht- oder Gemiise-
riickstand dar, ans dem normalerweise praktisch kein weiterer Saft mehr gewonnen werden kann.

Mit Hilfe des erfindungsgemiBen Verfahrens wird eine Erhohung der Brix-Ausbeute in dem erhaltenen
Saft erzielt durch Lslichmachen von anderen Polysacchariden als Pectinen durch die SPS-ase-Aktivitit.

Wie bereits erwihnt, geht die vorliegende Erfindung vom néchstliegenden Stand der Technik gema8 der
US-PS 4 275 648 aus; zum weiteren Stand der Technik wird folgendes ausgefiihrt:

Die Behandlung von unbehandeltem Gemiise- oder Fruchtmaterial, also nicht die Behandlung vorentsafteter
Maische, mit Enzymen ist z. B. in den DE-OS 1 805 808 und 2 038 544 und der US-PS 4 299 849 beschrieben. Die
DE-OS 1 805 808 betrifft die Verwendung eines Pektinglykosidasen (Polygalacturonasen) und
Protopektinasen enthaltenden und von Polymethylgalacturonasen und Pektinesterasen im wesentlichen freien
Enzymproduktes aus Kulturfiltraten von Aspergillus alleaceus, Aspergillus parasiticus, Rhizopus javanicus,
Ceratocystis paradoxa, Penicillium roqueforti oder Penicillium stoloniferum zum Mazerieren von
zerkleinertem Gemiise- oder Fruchtfleisch. Dabei geht es darum, Gemiise- bzw. Fruchtmarkkonzentrate
herzustellen, die sich beim Verdiinnen mit Wasser nicht in Serum und Piilpe trennen und einen niedrigeren
Methanolgehalt aufweisen. Dabei wird fiir Karotten angegeben, entweder 16 - 20 Stunden bei Raumtemperatur
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oder 1 - 2 Stunden bei 45 - 50 °C zu fermentieren.

Die DE-AS 2 038 544 betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Frucht- und Gemiisesiften durch
enzymatische Vollverfliissigung. Dieser Stand der Technik ist eingangs erwihnt. Bei diesem Verfahren wird
das Frucht- und Gemiisematerial fein zerkleinert und gegebenenfalls nach Verdiinnen mit Wasser bei
Temperaturen von 50 bis 60 °C und bei einem pH-Wert von 3,5 bis 4,5 mit Cellulasen, die aus Trichoderma-
oder Aspergillusarten isoliert worden sind und keine oder nur eine sehr geringe pektolytische Aktivitit
aufweisen und praktisch ausschlieBlich Cellulaseaktivitit besitzen, behandelt und dann homogenisiert.

Die US-PS 4 299 849 betrifft die Herstellung von Orangensaft aus ganzen Orangen oder deren Schalen und
spricht ein spezifisches Problem an, nimlich zu verhindern, daB aus der Schale bitterer Geschmack in den Saft
gelangt. Wie bekannt bestehen Orangenschalen aus einer duBeren, 4therische Ole produzierende und enthaltende
Zellen aufweisenden gelben Flavedoschicht und einer inneren weiBen Albedoschicht.

GemiB der US-PS 4 299 849 wird nun eine enzymatische Behandlung mit speziellen, von Trichoderma viride
oder Aspergillus niger gebildeten Cellulasen, die nicht die Fihigkeit aufweisen, Pflanzengewebe zu zerstéren,
bei 30 bis 55 °C vorgesehen. Auf diese Weise wird nur die Albedoschicht, nicht aber die Flavedoschicht
abgebaut.

Die DE-AS 1 276 989 betrifft ein Verfahren zur Herstellung von triiben Zitrussiften. Dabei wird wie
iiblich aus zerkleinerten Friichten zuerst der Hauptteil Saft abgepreBt, die verbleibende Piilpe wird ohne
Verdiinnung weitgehend unter LuftabschluB der teilweisen Hydrolyse durch Pektin sowie gegebenenfalls auch
Zellulose-abbauenden Enzyme unterworfen; aus der dabei entstehenden dickfliissigen bis cremigen Masse
werden die groben Faserbestandteile abgetrennt und der Rest dem Saft zugesetzt. Das Ziel ist eine erhhte
Trubstabilitéit infolge eines hohen Anteils an geldsten, aber nicht vollig hydrolysierten Pektinstoffen. Dazu
wird entweder der erhaltene Saft tiefgekiihlt oder die Aktivitit der pektinabbauenden Enzyme durch Erhitzen
blockiert, so daB die enzymatische Abbaureaktion zum gewiinschten Zeitpunkt abgebrochen wird.

Wie aus den folgenden Beispielen hervorgeht, erdffnet die Erfindung die Moglichkeit, eine geringe
Enzymmenge zu verwenden im Vergleich mit iiblichen Enzymen auf gleicher MOU-Basis.

Bei dem in der US-PS 4 275 648 beschricbenen Verfahren werden die von der enzymatischen Behandlung der
vorentsafteten Maische gewonnenen Trester von der iiberstehenden Fliissigkeit durch Zentrifugal- oder
Gravitationskrifte abgetrennt. Solche Vorrichtungen sind jedoch kein Teil einer iiblichen Anlage zur
Herstellung von Apfelsaft. Gemi8 der Erfindung sind keine derartigen Abtrennvorrichtungen erforderlich, da
die gleiche Presse, die zur Erzeugung der vorentsafteten Maische, dic das Ausgangsmaterial fiir das
erfindungsgemiBe Verfahren darstellt, angewandt wurde, auch zur Abtrennung der Trester von der
iiberstehenden Fliissigkeit verwendet werden kann. So fiihrt das erfindungsgemiBe Verfahren zu dem weiteren
technischen Vorteil im Vergleich mit der US-PS 4 275 648, daB die Presse fiir die beiden oben erwihnten
Zwecke angewandt werden kann, wodurch die Investitionskosten fiir die Anlage zur Saftherstellung gering
gehalten werden konnen. ’

Die Geschwindigkeit mit der die Viskositit bei Verwendung iiblicher Enzyme und unter Verwendung einer
SPS-ase-Zubereitung gem#f der Erfindung abnimmt, wird in den folgenden Versuchsreihen verglichen. Bei
diesen Tests werden Pectinex (bekannte Pectinase) und andere bekannte Enzyme sowie die SPS-ase-Zubereitung
in entsprechenden Konzentrationen verwendet, d. h. Konzentrationen, die die gleiche Pectinase-Aktivitit in
MOU-Einheiten/kg vorentsafteter Maische ergeben, wobei die MOU-Aktivitit gemessen wird nach
"Determination of the Pectinase Units on Apple Juice (MOU)" vom 12. 6. 1981, erhltlich von Schweizerische
Ferment AG, Vogesenstrae 132, Basel, Schweiz.

Vorentsaftete Apfelmaische wurde auf folgende Weise hergestellt und als ein Substrat verwendet.

Apfel wurden mit Hilfe einer Bucher-Zentralmiihle (4 mm) grob zerkleinert. Die Apfelmaische wurde
gepreBt, bis 75 Gew.-% Saft erhalten worden waren. Die erhaltene vorentsaftete Apfelmaische wurde in der
doppelten Menge Wasser suspendiert und dann in einer Fryma-Miihle gemahlen, die mit Korundstein
ausgekleidet war und eine spaltférmige Offnung von 0,5 mm aufwies. Enzymreaktionen wurden 3 Stunden bei
50 °C in dem Contraves Epprecht Rheomat 15 durchgefiihrt. Wahrend des Riihrens wurden kontinuierliche
Viskosititsmessungen durchgefiihrt und die Viskositit, angegeben als Prozentsatz der urspriinglichen
Viskositit, warde bestimmt (Geschwindigkeitseinstellung 15). Tabelle 1 und Figur 1 zeigen einen Vergleich
zwischen der Wirkung von Pectinex® 3 X (2550 MOUY/g), Celluclast® 1,5 L, der Kombination von
Pectinex® 3 X und Celluclast® 1,5 L und einer SPS-ase-Zubereitung. Pectinex und Celluclast sind
handelsiibliche Enzympraparate (Hersteller Novo Nordisk AS, Kopenhagen). Die bei diesen Versuchen
angewandte SPS-ase-Zubereitung wurde nach Beispiel 1 der DE-OS 3 247 276 wie folgt hergestelit:

Eine SPS-ase wurde durch Submers-Fermentation von Aspergillus aculeatus CBS 101.43 hergestelit.

In einem Fernbach-Kolben wurde ein Agar-Substrat der folgenden Zusammenstellung hergestellt:

Pepton Difco 6 g
Aminolin Ortana 4 g
Glucose 1 g
Hefeextrakt Difco 3 g
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Fleischextrakt Difco 15 ¢
KH2PO4 Merck 20 g
Malzextrakt Evers 20 g
entmineralisiertes H)O ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde zwischen 5,3 und 5,35 eingestellt. Dann wurden 40 g Agar (Difco) zugegeben und das
Gemisch 20 min im Autoklaven bei 120 °C behandelt. Das Substrat wird als E-Agar bezeichnet.

Der Stamm CBS 101.43 wurde auf einer E-Agar-Schrige (37 °C) geziichtet. Die Sporen von der Schrige
wurden in sterilisierter Magermilch suspendiert und die Suspension in Glasern lyophilisiert. Der Inhalt einer
Ampulle mit lyophilisiertem Inhalt wurde in den das Agar-Substrat enhaltenenden Fernbach-Kolben gegeben.
Der Kolben wurde dann 13 Tage bei 30 °C inkubiert.

Es wurde ein Substrat mit der folgenden Zusammensetzung in einem 500 1 Impf-Fermenter hergestellt.

CaCO3 12 kg
Glucose 72 kg
Rofec (Maiswasser-Feststoffe) 36 kg
Sojabohnenél 12 kg

Leitungswasser wurde bis zu einem Gesamtvolumen von ungefihr 240 1 zugegeben. Der pH-Wert wurde
vor der Zugabe von CaCO3 auf ungefihr 5,5 eingestellt. Das Substrat wurde in dem Impf-Fermenter 1 h bei
121 °C sterilisiert. Das Endvolumen vor der Beimpfung betrug ungefihr 300 L

Die Sporensuspension aus dem Fernbach-Kolben wurde in den Impf-Fermenter iiberfiihrt. Die Bedingungen
der Impf-Fermentation waren:

Fermentertyp: Ublicher beliifteter und geriihrier Fermenter mit einem Verhaltnis Hohe : Durch-
messer von ungefdhr 2,3,

Riihren: 300 UpM (zwei Turbinen-Propellerriihrer)

Beliiftung: 300 Normal Liter Luft pro Minute

Temperatur: 30bis31°C

Druck: 1,5 bar (0,5 ato)

Zeit: etwa28h

Ungefihr 28 h nach der Beimpfung wurden 150 1 aus dem Impf-Fermenter in den Hauptfermenter
iiberfiihrt. .

In einem 2 500 1 Hauptfermenter wurde ein Substrat der folgenden Zusammensetzung hergestellt:

Gersstetes Sojamehl  90kg
KHoPO4 20kg
Pluronic 150 ml

Leitungswasser wurde bis zu einem Gesamtvolumen von etwa 900 1 zugegeben. Das gerdstete Sojamehl
wurde in Wasser suspendiert. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 8,0 eingestellt und die Temperatur auf 50 °C
erhoht. Daraufhin wurden etwa 925 Anson-Einheiten Alcalase 0,6 L zu der Suspension gegeben. Das Gemisch
wurde 4 h bei 50 °C und pH 8,0 (Na2CO3 Zugabe) ohne Beliiftung unter Normaldruck (null ato) und Riihren
mit 100 UpM gehalten. AnschlieBend wurden die restlichen Bestandteile des Substrats zugegeben und der
pH-Wert mit Phosphorsture auf ungefdhr 6,0 eingestellt. Das Substrat wurde in dem Hauptfermenter 1,5 h bei
123 °C sterilisiert. Das Endvolumen vor der Beimpfung betrug ungeféhr 1080 1.

Dann wurden 150 1 Impfkultur zugesetzt.

Die Fermentationsbedingungen waren:

Fermentertyp: Ublicher beliifteter und geriihrter Fermenter mit einem Verhiltnis Hohe : Durch-
messer von ungefihr 2,7.

Riihren: 250 UpM (zwei Turbinen-Propellerriihrer)

Beliiftung: 1200 Normal Liter Luft pro Minute

Temperatur: 30°C

Druck: 1,5 bar (0,5 ato)

Zeit: etwa 151 h

Zwischen ungefihr 24 und ungefihr 116 h der Fermentation wurde eine Pectinlésung aseptisch zu dem
Hauptfermenter mit konstanter Geschwindigkeit von ungeféhr 8 1/h zugefiihrt. Die Pectinldsung der folgenden
Zusammensetzung wurde in einem 500 1 Dosierungstank hergestellt:
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Pectin genu*) 22kg
Phosphorsdure, konz.  6kg
Pluronic 50 ml

X) Genu pectin (Citrus-Typ NF von The Copenhagen pectin factory Ltd.).

Leitungswasser wurde auf ein Gesamtvolumen von etwa 325 1 zugegeben. Das Substrat wurde in dem
Dosierungstank 1 h bei 121 °C sterilisiert. Das Endvolumen vor dem Beginn der Dosierung bzw. Zugabe betrug
ungefdhr 360 1. Nach Auslauf dieser Menge wurde ein zweiter dhnlicher Ansatz hergestellt. Das
Gesamtvolumen an Pectinlésung fiir eine Fermentation betrug ungeféhr 725 1.

Nach ungefihr 151 h langer Fermentation wurde die Fermentation abgebrochen. Die ungefahr 1850 1
Kulturbriihe wurden auf ungeféihr 5 °C gekiihlt und die Enzyme nach dem folgenden Verfahren gewonnen.

Die Kulturbriihe wurde mit Hilfe eines Vakuum-Trommelfilters (Dorr Oliver), das mit Filterhilfe (Hy-
flo-super-cel Diatomeenerde) beschichtet war, filtriert. Das Filtrat wurde durch Eindampfen auf ungefihr
15 % des Volumens der Kulturbriihe eingeengt. Das Konzentrat wurde iiber eine Seitz-Filterfolie (Type supra -
100) mit 0,25 % Hy-flo-super-cel als Filterhilfe filtriert (in der folgenden Tabelle als Filtration I
bezeichnet). Das Filtrat wurde mit 561 g (NH4)2S04/1 bei pH 5,5 ausgefiillt und 4 % Hy-flo-super-cel
Diatomeenerde als Filterhilfe zugegeben. Der Niederschlag und die Filterhilfe wurden durch Filtration iiber
ein Rahmenfilter getrennt. Der Filterkuchen wurde in Wasser geldst und unltsliche Bestandteile iiber ein
Rahmenfilter abfiliriert. Das Filtrat wurde (check) filtriert, iiber eine Seitz-Filterfolie (type supra 100) mit

‘0,25 % Hy-flo-super-cel als Filterhilfe (in der folgenden Tabelle als Filtration II bezeichnet). Das Filtrat

wurde iiber eine Ultrafiltrationsvorrichtung diafiltriert. Nach der Diafiltration wurde die Fliissigkeit auf
einen Feststoffgehalt von 12,7 % eingeengt (in der folgenden Tabelle als Feststoffgehalt im Konzentrat
bezeichnet).

Dann wurde die Fliissigkeit (check) filtriert und zum Zwecke der Keimverminderung filtriert und das
Filtrat iiber eine Gefriertrockenvorrichtung von Stokes gefriergetrocknet. '

Konzentration (%) der Filterhilfe bei Feststoffgehalt
Mirkoorganismus Code Nr. Filtration I ~ Ausfillung Filtration II im Konzentrat
CBS 10143 KRF 68 05 5 02 28

Es wurde ein Produkt mit folgendem enzymatischen Aktivititsspektrum erhalten:

SPSU/g = 40
SRU/g = 205
PGE/g = 9650
HUTbeipH32g = 3200
VHCU/g = 256000

Eine SPSU-Einheit ist definiert als die SPS-ase Aktivitit, die unter Standardbedingungen eine 1 pMol
Galactose entsprechende Menge eines in 50 %-igem Athanol l6slichen Kohlenhydrats pro Minute freisetzt und
wird gem#8 der DE-OS 3 247 276 bestimmt.

Eine SRU-Einheit ist e¢in MaB fiir riickstandlésende Aktivitit und wird bestimmt nach der offentlich
zuganglichen und bei der Anmelderin erhéltlichen NOVO-Industri A/S Analysevorschrift A 154/4 vom
1. Februar 1981.

Einc PGE-Einheit ist ¢in MaB fiir Pektinaseaktivitit, bestimmt nach der 6ffentlich zugénglichen und bei der
Verfasserin erhiltlichen Vorschrift Viskosimetrische Polygalacturonase-Bestimmung (PGE) vom
10, November 1977 der schweizerischen Ferment AG, Basel,

Eine HUT-Einheit ist das MaB fiir die Protease-Aktivitit und definiert als die Enzymmenge, die innerhalb
einer Minute ein Hydrolysat bildet, dessen Absorption bei 275 mm der einer L&sung von 1,10 ng/ml Tyrosin in
0,006 4 HCL entspricht. (Absorptionswert ist 0,0084). Die Bestimmung erfolgt nach der DE-OS 3 247 276; die
Abbaureaktion sollte bei 40 °C und pH 3,2 30 Minuten lang ablaufen.

Eine VHCU-Einheit ist das MaB fiir die Hemicellulase-Aktivitit und wird bestimmt nach der o6ffentlich
zuganglichen und bei der Anmelderin erhéltlichen NOVO-Industri A/S Analytical method AF 156/1-GB.
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Tabelle 1

ngion von voren

r Apfelmgische in

(Vergleich der Enzyme auf gleicher MOU-Basis; Epprecht Rheomat 15, Geschwindigkeitseinstellung 15)

Zeit Blindprobe | Pectinex® 3X | Celluclast® 1,5L | Pectinex® 3 X + SPS-ase-
Celluclast® 15L Zubereitung
(min) 0) ¢)) (2) (3) 4
0 0 0 0 0 0
10 2,5 50 60 80 270
20 3,5 75 10,0 135 370
30 40 100 130 170 20 "
40 45 11,5 155 19,0 460
50 50 130 16,5 21,0 480
60 60 14,5 180 220 49,5
70 6.5 160 130 23,0 510
80 70 17,0 20,0 %.5 52,0
90 7.5 180 21,0 250 53,0
100 80 190 215 26,0 54,0
110 90 20,0 220 26,5 54,5
120 9,5 21,0 220 270 550
130 90 20 25 28,0 555
140 90 230 230 28,5 56,0
150 95 235 23,0 29,0 56,0
160 100 20 230 29,0 56,0
170 100 2%.5 235 29,5 56,5
180 105 25,0 235 30,0 56,5

Erliuterung zy Tabelle 1

(0): Blindprobe
(1): 30 g Pectinex® 3 X/100 kg vorentsaftete Maische

2):
3):
4):

Pectinex® 3 X: 2'550 MOU/g
SPS-ase-Zubereitung: 988 MOU/g

60 g Celluclast® 1,5 L/100 kg vorentsaftete Maische

30 g Pectinex® 3 X + 60 g Celluclast® 1,5 L/100 kg vorentsaftete Maische
71,4 g SPS-ase-Zubereitung/100 kg vorentsaftete Maische

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele naher erldutert.

Beispiel 1

Behandlung von vorentsafteter Apfelmaische aus gelagerten Apfeln (Jonathan und Boskop):

Die Apfel wurden in einer Bucher-Zentralmiihle (4 mm) zerkleinert und die Maische nach einer Behandlung
mit Pectinex® (20 g Pectinex® 1 X/100 kg Apfel, 1 h bei Raumtemperatur) mit einer horizontalen Bucher-
presse gepreft bis 78 % Saft erhalten worden waren.

0,667 kg der erhaltenen vorentsafteten Maische wurden in 1,333 kg Wasser von 50 °C suspendiert. Die oben
angegebene SPS-ase-Zubereitung wurde wihrend des Rithrens zugesetzt (10 g/100 kg vorentsafteter Maische).
Nach einer Gesamitriihrzeit von 2 h wurde die Maische mit einer Hafico HPSM-Presse gepreSt. Man erhielt
1,510 kg "Saft" mit 5,5° Brix.

Beispiel 2
Industrielle Behandlung von vorentsafteter Apfelmaische:
Zu 6000 kg vorentsafteter Apfelmaische, die aus einer iiblichen Anlage zur Fruchtsaftherstellung erhalten

worden war (Bucher-Zentralmiihle 6 mm, Maischebehandlung 10 g Pectinex® 1 X/100 kg Apfel, Bucher HP

-7-
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5000 Presse) wurden 12000 1 heiBes Wasser (Kondensat aus dem Konzentrator) gegeben und eine
Mischtemperatur von 55 °C erreicht. Dann wurden 1,2 kg der oben angegebenen SPS-ase-Zubereitung zugesetzt.
Nach 2-stiindigem leichten Riihren wurde die Masse mit einer Bucher HP 5000-Presse, dhnlich einer Presse wie
sie zur Herstellung von normaler Apfelmaische verwendet wird gepreit. Das Gewicht der Trester betrug
3700 kg und man erhielt 14300 1 Saft mit 4,5° Brix.

Die folgenden Beispiele 3 bis 12 wurden allgemein wie Beispiel 2 durchgefiihrt, wobei jedoch die aus der
folgenden Tabelle ersichtlichen Parameter auftraten.

(Es folgt eine Tabelle)
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur enzymatischen Behandlung von vorentsafteter Maische aus Friichten oder Gemiisen durch
Zusatz eines wisserigen Mediums unter Bildung einer viskosen Masse und Zusatz ¢iner Enzymzubereitung,
umfassend Cellulasen, Hemicellulasen und Pectinasen zu der viskosen Masse, wobei vorzugsweise die
Behandlungstemperatur in iblicher Weise zwischen 10 °C und 65 °C, insbesondere zwischen 15 °C und 30 °C
oder zwischen 45 °C und 55 °C, liegt, vorzugsweise die Behandlungszeit zwischen 10 Minuten und 15 Stunden,
insbesondere zwischen 30 Minuten und 3 Stunden, liegt, vorzugsweise der pH-Wert wiihrend der Behandlung in
iiblicher Weise der natiirliche pH-Wert ist und entionisiertes Wasser als wisseriges Medium verwendet wird
und vorzugsweise die Extraktionsfliissigkeit von einem vorherigen Pressen der Maische als wisseriges
Medium verwendet wird, dadurch gekennzeichnet, daB man als Enzymzubereitung eine Carbohydrase-
Zubereitung, die eine durch Selektionieren eines Mikroorganismus des Stammes Aspergillus aculeatus CBS
101.43 und/oder Aspergillus japonicus IFO 4408 auf einem Fermentationsmedium, dessen Hauptkohlenstoff-
quelle ein fliissiges Polysaccharid (SPS) ist, das insbesondere aus einem pflanzlichen Rohprotein, vorzugsweise
entfettetem Sojamehl, erhalten wurde, gebildete Carbohydrase zum Abbau von loslichen Polysacchariden
(SPS-ase), die fahig ist zum Abbau von Soja-SPS unter geeigneten Bedingungen zu Abbauprodukten, die sich an
Protein in einem wisserigen Medium in einem geringeren AusmaB anlagern, als sich das Soja-SPS vor dem
Abbau an das gleiche Protein unter entsprechenden Bedingungen anlagern wiirde, in einer Menge mindestens
entsprechend einer MOU-Aktivitdt von 10 MOU-Einheiten/kg vorentsafteter Maische enthalt, sowie eine
Maische aus Apfeln, Bimen, schwarzen oder roten Johannisbeeren, Pfirsichen, Aprikosen, Beeren, Trauben,
Zitrusfriichten, tropischen Friichten, Karotten, Kartoffeln, Sellerie, Paprika, Erbsen, Tomaten, Kohl oder
Zwiebeln einsetzt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine Carbohydrase eingesetzt wird, die fahig ist,
Soja-SPS in einem wisserigen Medium zu Abbauprodukten abzubauen, die sich an pfianzliches Protein in dem
wisserigen Medium in geringerem MaBe anlagern, als Soja-SPS vor dem Abbau sich an das gleiche pflanzliche
Protein in dem wisserigen Medium angelagert hitte.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB eine Carbohydrase eingesetzt wird, die
fahig ist, Soja-SPS in einem wisserigen Medium mit einem pH-Wert, der nicht mehr als 1,5 von 4,5 abweicht, zu
Abbauprodukten abzubauen, die sich an Sojaprotein in dem wisserigen Medium in einem geringeren AusmaB
anlagern, als das Soja-SPS sich vor dem Abbau an das Sojaprotein in dem wisserigen Medium angelagert hite.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB eine Carbohydrase eingesetzt wird, die fahig ist,
Soja-SPS zu Abbauprodukten abzubauen, die sich an pflanzliches Protein in einem AusmaB von weniger als
50 %, insbesondere weniger als 20 %, anlagern, als Soja-SPS sich vor dem Abbau an das pflanzliche Protein in
dem wisserigen Medium angelagert hiitte.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man die Carbohydrase-
Zubereitung in einer Menge entsprechend einer MOU-Aktivitit zwischen 10 und 2000 MOU-Einheiten/kg
vorentsafteter Maische zusetzt.

Hiczu 1 Blatt Zeichnung

-10-
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