Enzimi u prehrambenoj industriji

Sosié¢, Martina

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2015

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, FACULTY OF FOOD TECHNOLOGY / SveuciliSte Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:109:483137

Rights / Prava: In copyright/Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-09-25

age nof|found or type unknovg o sitory / Repozitorij:

Repository of the Faculty of Food Technology Osijek

age noffpund or type unknown

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:109:483137
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.ptfos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/ptfos:609
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/ptfos:609
https://dabar.srce.hr/islandora/object/ptfos:609

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
PREHRAMBENO — TEHNOLOSKI FAKULTET OSIJEK

PREDDIPLOMSKI STUDIJ PREHRAMBENE TEHNOLOGIJE

Martina Sosi¢

Enzimi u prehrambenoj industriji

zavrsni rad

Osijek, 2015.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
PREHRAMBENO-TEHNOLOSKI FAKULTET OSIJEK

PREDDIPLOMSKI STUDIJ PREHRAMBENA TEHNOLOGIJA

Nastavni predmet

Kemija hrane

Enzimi u prehrambenoj industriji

Zavrsni rad

Mentor: izv. prof. dr. sc. Mirela Kopjar

Studentica: Martina Sosi¢ MB: 3341/10
Mentor: izv. prof. dr. sc. Mirela Kopjar
Predano:

Pregledano:

Ocjena: Potpis mentora:




Enzimi u prehrambenoj industriji

SAZETAK

Enzimi su proteini koji su proizvedeni od strane Zivih organizama. Selektivno ubrzavaju
kemijske reakcije bitnih Zivotnih procesa, kao Sto je probava, disanje, metabolizam i
odrzavanje tkiva. Drugim rije¢ima, oni su vrlo specifi¢ni bioloski katalizatori. Kroz povijest
enzimi su se koristili za pravljenje piva, vina, sira i kruha, te su ovi proizvodi izvrsni primjeri

industrijske eksploatacije snage i selektivnosti enzima.

Enzimi su od tada, i nadalje, neophodni za opskrbu fermentacijskim supstratima (pivo i vino),
za razvoj okusa i mirisa (vino) ili za stvaranje strukture proizvoda (sir). U sljedeéim poglavljima
ovog rada biti ¢e opisano kako enzimi kataliziraju reakcije u tim i u drugim sirovinama. Cilj ovog
rada je objasniti osnovna svojstva enzima, njihovu funkciju u hrani, njihovo ne idealno
ponasanje u prehrambenim sustavima, raspon prehrambenih tehnologija u kojima se koriste

i njihovu proizvodnju.

Klju€ne rijeci: enzimi, bioloski katalizatori, prehrambena tehnologija.



Enzymes in food industry

SUMMARY

Enzymes are proteins that are produced by all living organisms. They speed up chemical
reactions selectively as part of essential life processes such as digestion, respiration,
metabolism and tissue maintenance. In other words, they are highly specific biological
catalysts. Throughout history enzymes were used to make beer, wine, cheese and bread, and
these products are elegant examples of the industrial exploitation of the power and selectivity

of enzymes.

The enzymes were then, and remain, essential for the provision of fermentation substrates
(beer and bread), the development of flavour and aroma (wine), or the creation of the very
structure of the product (cheese). The following chapters of this work will describe and discuss
how enzymes catalyze reactions in these and other foods. The goal of this work is to explain
the basic properties of enzymes, their function in food, their non-ideal behaviour in food

systems, the range of food technologies in which they are used and their production.

Key words: enzymes, biological catalysts, food technology.
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1. UVOD

Po definiciji, svi enzimi su biokatalizatori. Kao i Sto je i karakteristicno za katalizatore, oni

ubrzavaju biokemijske reakcije te ostaju nepromijenjeni tijekom reakcije (Whitehurst, 2002.).

Enzimi su vazni u hrani jer kataliziraju razli¢ite reakcije koje utjecu na boju, okus ili teksturu,
te doprinose kvaliteti hrane. Neke od ovih reakcija mogu biti poZeljne dok su druge nepozeljne
i dovode do nepoZzeljnih promjena u boji ili okusu hrane. Svaki enzim ima jedinstvenu strukturu
i konformaciju Sto omogudava da se na njega vezZe supstrat i katalizira reakciju. Kada je reakcija

gotova, enzim se otpusta da ponovno djeluje kao katalizator (Vaclavik, 2008.).

Enzimi su proteini velike molekulske mase, te prema tome pokazuju karakteristicno ponasanje
proteina s obzirom na temperaturu i pH osjetljivost. Svi enzimi imaju optimalan raspon
temperature i pH pri kojima se reakcija najbrze odvija. To je posebno vazno za ciljanu upotrebu
enzima, bududi da se Zeljena aktivnost svakog enzima moZe odvijati samo pod pravim uvjetima
okoline. Nepovoljni temperaturni uvjeti i pH mogu denaturirati enzime Sto onemogucava

vezivanje supstrata, odnosno enzimi se deaktiviraju (Whitehurst, 2002.).

Ako je neka enzimska reakcija potrebna u proizvodnji hrane, vazno je osigurati optimalan
raspon temperature i pH za taj enzim koji se koristi. S druge strane, ako je djelovanje enzima
nepozeljno enzimi se moraju inaktivirati. To se obi¢no postize pomocu toplinske obrade, ali se

takoder moze provesti dodavanjem kiseline za promjenu pH (Vaclavik, 2008.).

Primjeri poZeljnih enzimskih reakcija ukljuuju zgrusavanje mlijeka pomocu sirila Sto je prvi
korak u proizvodnji sira. Ostale poZeljne enzimske reakcije uklju¢uju omek$avanje mesa
pomocu proteolitickih enzima kao Sto su papain, ficin i bromelain. Primjeri nepozeljnih
enzimskih reakcija uklju¢uju enzimsko posmedivanje, koje se javlja kada se voce ili povrée
osteti, uslijed djelovanja polifenola oksidaze, prilikom ¢ega proizvodi mijenjaju boju. Razvoj
nepozeljnih okusa u mastima i hrani koja sadrZi masti moZe takoder biti problem u nekim
slucajevima, a to moze biti uzrokovano djelovanjem lipaze ili lipoksigenaze. Prije skladiStenja
hrane, enzimi koji bi mogli uzrokovati promjene boje ili razvoj nepozeljnih okusa tijekom
skladistenja se, procesom topline, inaktiviraju u vocu i povréu. U krajnjem proizvodu enzimi

ostaju kao denaturirani, neaktivni enzimi (Vaclavik, 2008.).
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2. PRIRODA ENZIMA | NJIHOVA FUNKCUJA U HRANI

2.1. Nomenklatura i klasifikacija enzima
Enzimi se klasificiraju prema prirodi reakcija koje kataliziraju, na primjer oksidacija/redukcija,
hidroliza, sinteza i tako dalje, te prema to¢nom identitetu njihovih supstrata i proizvoda.

Prema tome, svi su svrstani u Sest glavnih skupina (Hui, 2006.):

1. Oksidoreduktaze kataliziraju reakcije oksidacije i redukcija.

2. Transferaze kataliziraju prijenos funkcionalnih grupa sa jedne molekule na drugu.

3. Hidrolaze kataliziraju hidroliticko cijepanje C-C, C-N, C-O, C-S ili O-P veza. Ovo su
reakcije prijenosa funkcionalnih grupa, gdje je akceptor uvijek voda.

4. Liaze kataliziraju reakcije eliminacije, te dolazi do cijepanja C-C, C-N, C-Q ili C-S veza ili
stvaraju dvostruke veze ili obrnuto, i dodavaju skupine na dvostruke veze.

5. lzomeraze kataliziraju reakcije izomerizacije, na primjer racemizacija, epimerizacija,
cis-trans-izomerizacija, tautomerizacija.

6. Ligaze kataliziraju stvaranje veza, zajedno s hidrolizom fosfatne veze visoke energije, u

ATP-u ili slicnim fosfatima.

Sustavna imena enzima su Cesto vrlo duga i viSe su prikladna kratka imena i sustavni brojevi
za oznaCavanje enzima. Kraéa imena su poznata pod nazivom preporucena imena.
Preporucena imena se sastoje od sufiksa —aza, koji se dodaje na naziv radnje koju obavlja taj
enzim. Treba napomenuti da se nomenklatura i klasifikacija enzima samo temelji na reakciji
koje kataliziraju i ne uzima se u obzir porijeklo enzima, odnosno iz koje vrste (biljke, Zivotinje

ili mikroorganizmi) ili iz kojeg tkiva potjece (Hui, 2006.).

2.2. Primarna struktura enzima

Enzimi se sastoje od L-a-aminokiselina povezanih peptidnim vezama izmedu karboksilne
skupine jedne aminokiseline i amino skupine druge aminokiseline. Postoji 20 aminokiselina u
proteinima koje su odredene genetskim kodom. U rijetkim slu¢ajevima druge se javljaju kao
produkti enzimske modifikacije nakon translacije. Aminokiseline se mogu podijeliti u Cetiri
razli¢ita razreda, ovisno o strukturi njihovih bocnih lanaca koje se nazivaju R-grupe (Hui,

2006.):

e nepolarne,
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e polarne,
e negativno nabijene,

e pozitivno nabijene.

Svojstva bocnih lanaca aminokiselina odreduju svojstva proteina od kojih su sacinjeni.
Formiranje slijeda peptidnih veza stvara glavni lanac ili okosnicu. Okosnica proteina se sastoji
od ugljikovog atoma, Ca, na koji se veze bocni lanac NH skupine, koja se veze za Ca, i od
karbonilne skupine C=0, gdje se ugljikov atom veze na Ca. Peptidna veza je planarna, jer
djelomi¢no sadrzi dvostruku vezu (40%), koja je karakterizirana sa m elektronima podijeljenim
izmedu C-O i C-N veza. Peptidna veza ima trans konformaciju, odnosno kisik karbonilne
skupine i vodik NH skupine su u trans polozaju, dok se cis konformacije javljaju samo u
iznimnim slucajevima. Primarna struktura je odgovorna za viSe razine enzimske strukture pa

stoga i za enzimsku aktivnost (Hui, 2006.).

2.3. Trodimenzionalna struktura enzima

Opcenito, enzimi su vrlo tijesno upakirane globularne strukture, sa vrlo malim brojem
unutarnjih Supljina, koje su popunjene sa molekulama vode. Sekundarnu strukturu enzima
sacinjavaju polipeptidni lanci koji su organizirani u poredane regije povezane vodikovom
vezom. U ovako organiziranoj strukturi, vodikovom vezom se povezuju amino NH-skupina iz
jedne peptidne veze sa C=0 skupinom druge ne susjedne peptidne veze. Time se postize
formiranje a-spirala i B-nabranih ploc¢a. Za a-uzvojnicu moZzemo smatrati da joj je struktura
slicna namotaju ili opruzi, dok se B-ploa moze opisati kao povezani paralelni nizovi postavljeni
na vrh papira presavijenog u oblik harmonike. Ove strukture su odredene primarnom

strukturom proteina (Hui, 2006.).

Trodimenzionalna struktura proteina, sastavljena od jednog polipeptidnog lanca, je poznata
kao njegova tercijarna struktura. Ona je, u velikoj mjeri, odredena interreakcijom R-skupina,
na povrsini proteina, sa vodom i sa drugim R-skupinama na povrsini proteina.
Intermolekularne, nekovalentene privlacne sile, koje su uklju¢ene u stabiliziranje strukture

enzima, obic¢no se dijele u tri vrste (Hui, 2006.):

e jonske veze,
e vodikove veze,

e Van der Waals-ove interakcije.
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Vodikova veza nastaje formiranjem vodikovih mostova izmedu odgovaraju¢ih atoma.
Elektrostatske veze nastaju uslijed privlaéenja suprotno nabijene skupine koje se nalaze na
dva boc¢na lanca aminokiselina. Van der Waalsove sile nastaju interakcijom izmedu
elektrostatskih oblaka. Druga vazna sila, ali slaba, stvorena je pomocu trodimenzionalne
strukture vode koja tezi tome da prisili hidrofobne skupine da budu zajedno kako bi se smanjio
njihov razoran ucinak na mrezu molekula vode povezane vodicima. Osim peptidne veze jedini
drugi tip kovalentne veze, koji je uklju¢en u povezivanje aminokiselina u enzime, je disulfidna
veza (-S-S-) koja se moze, pod uvjetima oksidacije, formirati izmedu dva boc¢na lanca cisteina.
Disulfidna veza znacajno doprinosi strukturnoj stabilnosti enzima i preciznije dovodi do
tercijarne strukturne stabilnosti. Odredene kombinacije a-heliksa i B-plo¢a se omotaju jedan
oko drugog, te formiraju kompaktno presavijene globularne jedinice od kojih se svaka naziva
domena. Dok mali proteini mogu sadrzavati samo jednu domenu vedéi enzimi sadrzavaju veliki
broj domena. Odnosno, vecina enzima su dimeri, tetrameri ili polimeri velikog broja
polipeptidnih lanaca. Svaki polipeptidni lanac je podjedinica i mogu biti identicni ili razliciti od
drugih. Boc¢ni lanci na svakom polipeptidnom lancu mogu medusobno djelovati jedna s drugim
kao i sa molekulama vode kako bi se dobila konacna struktura enzima. Sveukupna
organiziranost podjedinica poznata je pod nazivom kvarterna struktura, a time je i kvarterna

struktura karakteristicna za enzime sa vise podjedinica (Hui, 2006.).

2.4. Kinetika enzima

Osnovni mehanizam djelovanja enzima i interakcija enzima u nekom mediju moZe se
matematicki opisati prihvatljivom precizno$¢u. Medutim, vecina jednadzbi (konstantnih i
osnovnih pravila enzimske kinetike) su razradene za idealne situacije u kojima pojedini enzimi
djeluju na jednostavne, pojedine podloge pod predvidljivim uvjetima koje se nalaze unutar
Zive stanice. Prehrambeni tehnolozi trebaju znati ne samo koji enzimi razgraduju, sintetiziraju
ili vrse promjene hranjivih podloga, te koje su to hranjive podloge, ve¢ moraju imati i razraden
nacin koliko odabranog enzima koristiti pod bilo kojim uvjetima da se postigne ekonomicna
brzina i u€inkovitost materijalne pretvorbe. Kvalitativna i kvantitativna kinetika enzima nam
pokazuje da se enzimi ponasaju sasvim predvidljivo u jednostavnim, idealnim sustavima poput
onih koji se koriste za klasifikaciju i karakterizaciju enzimskih preparata u istrazivackim
laboratorijima i laboratorijima koji osiguravaju kvalitetu. DostiZzu vrhunac rada pri odredenim

pH vrijednostima, temperaturi i koncentraciji supstrata, te prema dobro utvrdenim pravilima.

4
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Temperatura i pH, koji su izvedeni iz jednostavnih uvjeta analize, obi¢no su primjenjivi na
slozene uvjete u kojima se nalazi hrana jer oni vise ovise o molekularnim svojstvima

proteinskog enzima nego o svojstvima supstrata (Whitehurst, 2002.).

Enzimski proteini su precizno presavijeni polipeptidni lanci koji se drze zajedno sa relativno
slabim molekulskim vezama. Presavijena struktura odreduje integritet katalitickog mjesta
(,aktivno mjesto”) unutar enzima i to se lako poremeti promjenom energije u okoliSu enzima
(npr. promjena temperature). Ova promjena se zove denaturacija i moze biti reverzibilna ili
ireverzibilna ovisno o jacini deformacije ili oStecenja strukture. Medutim, ¢ak i male promjene
u intramolekulskim vezama u enzimu kao $to su one uzrokovane malim promjenama
temperature ili promjene naboja ovisnog o pH na aminokiselinama koje ¢ine primarnu
strukturu polipeptidnog lanca mogu takoder uzrokovati promjene strukturne konformacije.
Promjene ove veli¢ine manifestiraju se tipicnim temperaturnim i pH krivuljama aktivnosti.
Prema tome, kako se povecava temperatura klasi¢na, kemijska kinetika odreduje ubrzavanje
reakcije, ali iznad odredene temperature (karakteristika svakog pojedinog enzima) dolazi do
poremecaja presavijene strukture proteinskog enzima koji ponovno smanjuje njegovu
kataliticku ucinkovitost i aktivnost repova. U slucaju pH manifestira se krivulja u obliku zvona
zbog optimalne prostorne strukture enzima koja se stvara pri odredenom pH, te se tako
omogucéi maksimalno vezanje supstrata i modifikacija veze. Promjene u naboju i u
uCinkovitosti vodikovih veza mogu ili deformirati aktivno mjesto zbog promjene u
trodimenzionalnom naboru polipeptidnog lanca proteina, ili skratiti dipolne veze funkcionalni
grupe aktivnog mjesta, te tako smanjujuéi njihovu sposobnost da oslabe energiju aktivacije
koja sluzi za promjenu supstrata. Razumijevanje povezanosti izmedu redoslijeda
aminokiselina, trodimenzionalne strukture i kataliticke ucinkovitosti enzima je prilicno
opsezno i to omogucava molekularnim enzimolozima da mijenjaju strukturu enzima i time
poboljsavaju njihova svojstva tijekom tehnoloske obrade kao $to su otpornost na toplinu,
optimalni pH, otpornost na kataliticke inhibitore/neinhibitore, pa ¢ak i da poboljsavaju

osobine supstrata (Whitehurst, 2002.).

2.5. lzvori i koli¢ina enzima za prehrambenu tehnologiju

Tkiva biljaka i Zivotinja su bila tradicionalni izvori enzima prehrambene tehnologije. lako se jos

uvijek Siroko koriste u proizvodnji hrane postoje mnogi utjecaji koji upravljaju proizvodnjom



MARTINA SOSIC ENZIMI U PREHRAMBENOJ INDUSTRUI

enzima za hranu i koriste se kao mikrobioloska alternativa ukljucujuci i genetski modificirane

derivate tih organizama (Vaclavik, 2008.).

Postoji mnogo primjera uporabe enzima koji razgraduju ugljikohidrate tijekom proizvodnje
hrane osobito tijekom pecenja, u proizvodnji piva ili proizvodnji voénih sokova. Medutim,
njihova ekonomicna proizvodnja iz mikroorganizama u industrijskim fermentorima znaci da
upotreba enzima kao $to su amilaza i pektinaza prisutne u tradicionalnim sirovinama (pSenica,
je€am, citrusno voce, brasno) je ograni¢ena njihovim djelovanjem in situ i nisu naSiroko
ekstrahirani za egzogenu upotrebu. S druge strane, odredene biljne i Zivotinjske amilaze ostaju
i dalje u rasprostranjenoj upotrebi kroz njihove, dobro utvrdene, ucinkovitosti u nekim
temeljnim procesima proizvodnje sira i preradi mesa. Od posebnog znacaja su papain (i
povezane proteaze) u omekSavanju mesa i kimozin u fazi koagulacije mlijeka tijekom
proizvodnje sira. Ekstrahirani kimozin iz teleéih iznutrica bio je zamijenjen u nekim zemljama
istim tim enzimom koji je proizveden fermentacijom kvasaca i gljivica. Medutim, unatoc
ponudi Cistih i fermentacijskih proizvedenih proizvoda, jos uvijek se preferira u mnogim

tradicionalnim proizvodnjama sira (Whitehurst, 2002.).

Govedi i svinjski tripsin se i dalje koristi za proizvodnju proteinskih hidrolizata hrane, ali na
trziStu postoje mnoge dobre mikrobioloske alternative posebno one koje su manje sklone
stvaranju proizvoda gorkog okusa. Kao i proteaze, Zivotinjske lipaze, koje su u proslosti bile
glavnhe u mlije¢noj industriji, postepeno se zamjenjuju odgovarajuéim enzimima
mikrobioloskog podrijetla. Lipoksigenaza soje i pSenice je vazan enzim za pecenje kruha i
tradicionalno se koristi u obliku endogenog enzima psSeni¢nog brasna s dodatkom sojinog
brasna. Potonji se ne dodaje samo za aktivnost lipoksigenaze u tijestu, veé takoder opskrbljuje
lipidne supstrate sa oba izvora enzima da bi se poboljsala tekstura, ,,obradivost” i boja tijesta
za kruh preko oksidacije sulfihidrilne skupine u proteinima psSenice i za oksidativno izbjeljivanje
pigmenata. Lizozim i laktoperoksidaza su Zivotinjski enzimi ekstrahirani iz prirodnih izvora, ali
se razlikuju od vecine Zivotinjskih i biljnih enzima po njihovoj primjeni i u tome $to su oba
antimikrobna enzima, te se zato mogu koristiti za kontrolu razlicitih vrsta kvarenja sira i
mlijeka. Danas se sve viSe i viSe enzima, za prehrambenu industriju, dobiva iz posebno
odabranih ili genetski modificiranih mikroorganizama koji se uzgajaju u industrijskim

fermentorima (Whitehurst, 2002.).
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3. ENZIMI ZA PROIZVODNIJU KRUHA

3.1. Gljivicna alfa-amilaza

PSenica i pSeni¢no brasno sadrze endogene, autohtone enzime uglavnom amilaze. Medutim,
aktivnost amilaze varira ovisno o vrsti pSenice. Koli¢ina a-amilaze je zanemariva kod zdrave,
neproklijale pSenice i razenog brasna. Dakle, ve¢ina brasna za kruh mora biti obogacena sa a-
amilazom koja se dodaje u obliku je€menog brasna ili gljiviénih enzima. Gljivicne a-amilaze su
opcenito manje termostabilne, te se inaktiviraju na temperaturama od oko 65 °C. Gljivicne a-
amilaze djeluju na oSteéenu koli¢inu Skroba $to mozZe varirati ovisno o vrsti pSenice i uvjetima
mljevenja. Probavljive Seéere osiguravaju a-amilaze sto dovodi do povecanog volumena, bolje
boje kore i poboljSanog okusa. Zbog hidrolize oStec¢enog Skroba pogodna doza a-amilaze
rezultira pozeljnim omeksavanjem tijesta. Medutim, kod predoziranja a-amilazom dolazi do
opsezne razgradnje oStecenog Skroba i to obi¢no dovodi do ljepljivog tijesta (Whitehurst,

2002.).

3.2. Ksilanaza/pentozanaza/hemicelulaza

U normalnom psSeni¢nom brasnu postoji 3-4% djelomi¢no topljive i djelomic¢no netopljive
pentoze. Ksilanaza ili pentozanaze, obi¢no nazvani hemicelulaze, dugo se upotrebljavaju kao
enzimi za kondicioniranje tijesta osobito za Europski tip kruha jer su pokazali poZeljne ucinke
kao enzimi za kondicioniranje tijesta. Pri optimalnoj dozi mogu poboljsati obradivost i
stabilnost tijesta, te se postize veci volumen kruha i poboljSana struktura sredine kruha. Zbog
blagotvornih ucinaka na volumen kruha i strukturu sredine dodavanjem hemicelulaze postize
se meksa sredina kruha. Uz prisutnost gljivicne a-amilaze u proizvodu uc¢inak na mekocu je jos
izrazeniji. Predoziranje sa pentozom i ksilanazom je moguée zbog pretjerane degradacije
pentoze iz pSenice ¢ime se uniStava sposobnost pentoze iz pSenice da veZe vodu. Rezultat
predoziranja je ljepljivo tijesto. Prikladna doza ovih enzima rezultira poZzeljnim omeksavanjem
tijesta ¢ime se poboljSava obradivost tijesta. Optimalna doza se stoga definira kao doza koja
daje maksimalno poboljSanje svojstava tijesta i kruha bez stvaranja ljepljivog tijesta.

Optimalna doza pentoze i ksilanaze ovisi o tipu brasna (Vaclavik, 2008.).

Pravi mehanizam nastajanja ksilanaze u kruhu jos nije rasvijetljen iako je veliki broj razli¢itih
pristupa ispitan. Sastav pentoze ovisi o tipu brasna. Vaznu ulogu ima interreakcija izmedu

pentoze i glutena koja jos nije definirana. Vecina komercijalno dostupnih pripravaka enzima,
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koji se koriste za proucavanje, sastoje se od amilaze, proteaze i hemicelulaze. Razliciti pripravci
ksilanaze ili pentoze imaju razliite ucinke na izradu kruha. lako mnoge analiticke metode za
ispitivanje pentozanaze ili ksilanaze koriste veliki broj supstrata, jos uvijek ne postoji analiticka
metoda u kojoj se enzimi povezuju sa u¢incima pecenja kada se usporeduju razli¢ite vrste ovih

enzima (Whitehurst, 2002.).

3.3. Lipaza

Lipaza je, od nedavno, prepoznata kao enzim za razvijanje tijesta. Pokazuje izvrsne ucinke na
svojstva kruha. Znacajno povecava volumen kruha, te je struktura sredine kruha svilenkasta i
ujednacena, te poprima bjelji izgled. Lipaza moze djelomi¢no ili potpuno zamijeniti emulgatore
poput DATEM ili SSL/CSL. Cjelokupna ucinkovitost ovisi o procesu, formulaciji, sirovinama i
prisutnosti ostalih sastojaka za poboljSanje kruha. Utjecaj lipida pSenice, tijekom proizvodnje
kruha i nacin djelovanja lipaze joS nije potpuno poznata. Hipoteza da se monogliceridi
proizvode in situ ne moze objasniti uCinke lipaze koji su gore opisani. Monogliceridi imaju mali
ucinak na tijesto u usporedbi sa lipazom. Sadrzaj ukupnih lipida, u vecini pseni¢nog brasna,
iznosi 1-1,5%. Bududi da lipaza dobiva sve vise i viSe pozornosti u pekarskoj industriji studije u
buduc¢nosti bi nam trebale omoguciti bolje razumijevanje nacin djelovanja lipaze na

proizvodnju kruha (Whitehurst, 2002.).

3.4. Oksidaza

Oksidansi, kao Sto su askorbinska kiselina, bromat i azodikarbonamid, temeljito su prouceni i
Siroko se koriste za proizvodnju kruha. Medutim, pravi mehanizam antioksidansa u proizvodnji
kruha nije utvrden iako su ponudene brojne hipoteze. Opcenito je poznato da je bromat, pri
visokim temperaturama, sporo djeluju¢i antioksidans. Kod pecenja maksimalni ucinak
pokazuje u kasnim fazama, a u ranim fazama pecenja, s obzirom da su askorbinska kiselina i
drugi antioksidansi brzo djelujuéi antioksidansi, maksimalni ucinak pokazuje tijekom
mijeSanja. Zbog povedavanja zahtjeva potrosaca za prirodnim proizvodima odnosno za
proizvodima sa manje kemikalija, a posebno zbog brige o mogucim rizicima za zdravlje
uzrokovanim prisutno$éu bromata u hrani, stvorila se potreba za zamjenom bromata. Tu
oksidaze dobivaju veéu pozornost u pekarskoj industriji. Od 1957. godine glukoza oksidaza je
poznata za proizvodnju kruha. Glukoza oksidaza ima dobro oksidirajuée djelovanje, te dovodi

do formiranja €vrstog tijesta. U proizvodnji nekih pekarskih proizvoda moze se koristiti kao
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zamjena za bromat ili askorbinsku kiselinu dok u drugim slu¢ajevima, uz askorbinsku kiselinu,

izvrstan je za zgusnjavanje tijesta (Whitehurst, 2002.).



MARTINA SOSIC ENZIMI U PREHRAMBENOJ INDUSTRUI

4. ENZIMI U PROIZVODNII PIVA

4.1. Enzimi u proizvodniji slada

Enzimi iz sirovina koje se koriste u proizvodnje piva imaju iznimno klju¢nu ulogu u tom procesu,
ali se razine enzima mogu znacajno razlikovati u sirovinama. Tijekom procesa proizvodnje
slada aktiviraju se enzimi iz jeCma (amilaza, glukanaza, proteaza i hemicelulaza). Kao rezultat,
je¢meni slad je pristupacniji za mljevenje i ekstrakciju skroba/ugljikohidrata. Osim endogenih
enzima prisutnih u sladu (i jeému), egzogeni enzimi se ne primjenjuju u proizvodnji slada.
Kljucni cilj sladara je proizvesti dobro izmijenjen, homogen slad. Promjena se odnosi na
promjenu endosperma uz pomoc¢ enzima. U slu¢aju ne promijenjenog ilihomogenog slada lose
kvalitete, egzogeni enzimi kao Sto su amilaza i glukonaza mogu pomoci u razgradnji polimernih
supstrata kao Sto su Skrob, glukani, proteini i druge komponente male molekulske mase

(Whitehurst, 2002.).

4.2. Prisutni enzimi tijekom procesa gnjecenja

Gnjecenje obi¢no pocinje razgradnjom proteina slada pomocu proteaze i peptidaze koje, u
odnosu na druge prisutne enzime, nisu termicki stabilni. Stoga se u ovoj fazi primjenjuju nize
temperature, od 45 do 55 °C. Tijekom proizvodnje slada se ve¢ dogodila djelomicna razgradnja
proteina, te egzogeni enzimi mogu pomocdi da se poveca koli¢ina slobodnog amino dusika koji
je potreban kao izvor dusika za vrijeme fermentacije kvasca. Medutim, treba uzeti u obzir da
prekomjerna razgradnja proteina moZe uzrokovati pretjerano razvijanje boje, te moze utjecati

na moguénost pjenjenja konacnog proizvoda (Vaclavik, 2008.).

Razgradnju stani¢ne stjenke provodi enzim glukanaza. Glavni problem nepotpune razgradnje
stani¢ne stjenke, u slucaju heterogenog slada, je negativan utjecaj polisaharida tijekom
procesa filtracije kaSe, procesa filtracije piva te negativan utjecaj na stabilnost konacnog
proizvoda. Najvazniji polisaharid, koji je potrebno razgraditi, naziva se B-glukan. Ovaj polimer
najvise doprinosi viskoznosti sladovine i pivo je sklono formiranju netopljivih kompleksa.
Glukan je¢ma se uglavnom sastoji od jedinica B-glukoze medusobno povezanih B-1-3 vezama.
Glukan slada je manje temperaturno stabilan od mikrobnih enzima dok je gljiviéna glukanaza

vrlo stabilna na primijenjenom pH (Whitehurst, 2002.).
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4.3. Enzimi za razgradnju dodataka

Dodatci koji se primjenjuju u proizvodnji piva su jeftina zamjena za fermentirajuée ekstrakte u
odnosu na jeCmeni slad. Najceséi izvori dodataka su kukuruz, riza, jeCam i pSenica. Sve ove
Zitarice zahtijevaju upotrebu Secernog sirupa (kiseli hidrolizat Skroba). Najbolji enzim je
bakterijska (Bacillus) a-amilaza koja dobro podnosi visoke temperature, te ne proizvodi
slobodne Secere koji imaju negativan ucinak na fermentaciju. Primjena ove vrste enzima je
posebno pogodna kada izvor Skroba nije je¢am veé druge Zitarice kao na primjer riza, sirak i
druge. Temperatura Zelatinizacije Skroba ovih izvora je izmedu 68 °Ci 80 °C, dok kod je¢menog
Skroba oko 63 °C. Najstabilniji enzim je enzim dobiven iz B. licheniformis (djeluje na
temperaturi do 105 °C) dok enzim iz skupine B. subtilis ima srednju stabilnost (djeluje na

temperaturi do 80 °C) (Whitehurst, 2002.).

4.4. Enzimi tijekom filtracije kase

Filtracija kase se obi¢no provodi pri temperaturama od 75 do 78 °C. Gotovo svi enzimi (B-
glukanaza, proteaza, B-amilaza, a-amilaza) slada su inaktivirani pri ovim temperaturama.
Samo mala koli¢ina preostale a-amilaze ¢e biti aktivha gdje se koriste relativno niske

temperature filtracije (Whitehurst, 2002.).

4.5. Enzimi tijekom fermentacije

Proces vrenja inaktivira sve enzimske aktivnosti bili oni iz slada ili iz egzogenih izvora. Tijekom
aktivnosti enzima unutar stanica kvasca molekule Secera se odvajaju i u anaerobnoj fazi se
pretvaraju u ugljicni dioksid, te etanol i aminokiseline prelaze u proteine kvasca i neke
aromatske komponente, na primjer fenil-etanol. Egzogeni enzimi se koriste u fermentaciji da
bi se izbjegle poteskoce koje se javljaju u procesu. Ako dode do problema tijekom filtracije
piva u fermentor se dodaje B-glukanaza (ili se mozZe dodati tijekom zrenja) koja zatim
razgraduje zaostale glukane koji mogu dovesti do zacepljenja filtera. Jos je jedan razlog za
upotrebu enzima tijekom filtracije, a to je da oni smanjuju probleme mutnoce piva. Nakon

analize materijala dodaje se gljivicna a-amilaza li B-glukanaza (Whitehurst, 2002.).

4.6. Enzimi tijekom zrenja
Egzogeni enzimi se, osim u procesu filtracije, mogu primijeniti i prilikom zrenja piva. Jedan od
ciljeva zrenja je resorpcija diacetila, koji stvara nepozeljni okus u zrelom pivu. Ovaj sastojak

stvara kvasac tijekom primarne fermentacije. Spontana pretvorba prekursora a-acetolaktata
11
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u diacetil jako je spora. Ova reakcija se mozZe ubrzati poveéanjem temperature na kraju
primarne fermentacije i drugih reakcija od koji su neke nepozZeljne, na primjer autoliza. Stoga
je razvijen mikrobni enzim, a-acetolaktat dekarboksilaza, koji je odgovoran za pretvorbu a-

acetolaktata u acetoin, prije nego a-acetolaktat prijede u diacetil (Whitehurst, 2002.).
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5. ENZIMI U PROIZVODNIJI VINA

5.1. Svojstva i sastav enzima

Enzimi igraju klju¢nu ulogu u proizvodnji vina. Vino se moZe smatrati kao proizvod nastao
pomodéu enzimske promjene soka od grozda. Enzimi ne potjecu samo od grozda, veé i od
kvasaca, gljivica i drugih mikroorganizama. U danasnje vrijeme djelovanje tih endogenih
enzima je ojacano i proSireno upotrebom industrijskih, egzogenih enzima. Enzimi koji potjecu
od mikroorganizama, koji su slucajno inficirali grozde, takoder igraju vaznu ulogu. Endogeni
enzimi, koji su prisutni u grozdu, imaju bitnu ulogu u zrenju. Ipak, njihova je uloga vrlo
ogranicena pri uvjetima proizvodnje vina zbog vrlo slabih i ogranicenih aktivnosti. Stoga, se
egzogeni enzimi koriste kao pomocnici u procesu proizvodnje jer mogu pojacatiili nadomjestiti
aktivnosti enzima grozda. PoboljSano znanje o prirodi i strukturi makromolekula u mostu i vinu
nudi nove mogucénosti za primjenu enzima u proizvodnji vina prilikom procesa bistrenja i
filtracije, ekstrakcije i stabilizacije kod bijelog i crnog vina. Danas, glavni industrijski enzimi, koji
se primjenjuju u proizvodnji vina su pektinaze, hemicelulaze i pripravci glukanaze. Enzimski
pripravci se nalaze u obliku granula, tekucine ili praha. Nije poZeljno koristiti pripravke u obliku
praha zbog mogucénosti alergije. Enzimski pripravci u obliku granula ne stvaraju prasinu zbog
toga jer su Cestice enzima ¢vrsto povezane. Ostale prednosti granuliranih pripravaka su te sto
ne sadrze konzervanse i stabilni su tijekom skladiStenja. Tekuéi enzimski pripravci obi¢no

sadrZe konzervanse (Whitehurst, 2002.).

5.2. Primjena enzima pri proizvodnji sorti bijelog i ruzicastog vina

Za proizvodnju bijelog i ruzi¢astog vina je preporuceno koristiti procis¢ene enzimske pripravke
odnosno pripravke kojima su uklonjene aktivnosti cinamil esteraze. Prirodno ih proizvode
Aspergillus niger i Botrytis cinerea, te su odgovorne za hidrolizu fumarne i ferulne kiseline koje,
nakon dekarboksilacije, vode ka formiranja vinil-4-fenola i vinil-4-gvajakola. Ovi spojevi
bijelom vinu daju nepozeljni, ,,farmaceutski“ okus. Postoje dva glavna razloga za upotrebu
enzima u proizvodnji bijelog i ruzi¢astog vina. Prvi razlog je pitanje kvalitete: nakon kratke
predinkubacije sa enzimima moZze se primijeniti viSe kontroliran proces preSanja sto dovodi
do smanjene oksidacije, bolje kvalitete prvog presanja i bolje ekstrakcije okusa, a to dovodi do
boljih organoleptickih svojstava. Drugi razlog je tehnicki: upotreba enzima omogucuje veée

punjenje opreme za preSanje i centrifugiranje, krace vrijeme preSanja i brze okretanje

13
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cjelokupne opreme. Sveukupno to dovodi do veée ucinkovitosti i veceg kapaciteta opreme

(Whitehurst, 2002.).

5.3. Primjena enzima pri proizvodnji sorti crnog vina

Tijekom proizvodnje crnog vina enzimi djeluju na stanice pulpe i kore grozda. Enzimi se dodaju
na samom pocetku maceracije vina. Koli¢ina enzima ovisi o kvaliteti grozda prilikom branja
(vrlo zrelo, zrelo, nezrelo, oste¢eno) i o vrsti vina (kratka ili duga fermentacija). S obzirom na
tanine crnog grozda posebno je zanimljivo selektivno djelovanje enzima na polisaharide koji
se nalaze u kori. Otpusteni su samo slobodni tanini u vakuolama i tanini, zajedno sa
polisaharidima, prisutni u slozenim strukturama. Otpustanje kompleksa ugljikohidrat-tanin
ima pozitivni u¢inak na crno vino koje je ocijenjeno kao manje oporo i manje gorko u usporedbi
sa netretiranim vinom. Veca koli¢ina dodanih enzima i duZe vrijeme inkubacije rezultira
intenzivnijim djelovanjem enzima, a time i ve¢om ekstrakcijom sastojaka kore. Prema tome,
moguca je proizvodnja vise sorti crnih vina s obzirom na koli¢inu dodanih enzima, te na vrijeme

inkubacije. Pri veéim koli¢inama enzima vedi je i doprinos iz tanina (Whitehurst, 2002.).

14
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6. ENZIMI U PROIZVODNJI MLIJECNIH PROIZVODA

6.1. Enzimi za zgrusavanje mlijeka

Mlijeko se razlikuje ovisno o fizickom i kemijskom sastavu na koje utjec¢u ¢imbenici kao Sto su
dob i pasmina krava, stadij laktacije, razina aktivnosti, upotreba lijekova i razmak izmedu
muznji. Sastoji se uglavnom od vode i sadrZi neke tvari cjepiva ili nemasne tvari mlijeka kao
$to su laktoza, kazein, proteini sirutke i minerale. Mlijeko takoder prirodno sadrzi masnocu

(Vaclavik, 2008.).

Mlije¢na mast se sastoji od 98% triglicerida i 1% fosfolipida. Takoder sadrzi male koli¢ine di- i

monoacilglicerola, sterola, viSe masne kiseline, karotenoide i vitamine (Sikorski, 2002.).

Prilikom proizvodnje mlije¢nih proizvoda takoder se koriste enzimi. Najpoznatiji mlijecni
pripravak enzima se naziva sirilo, a to je komercijalni pripravak koji sadrzi uglavnom kimozin,
enzim koji je odgovoran za hidrolizu k-kazeina i destabilizaciju kazeina. Medutim, ovisno o dobi
teladi iz kojih je ekstrahiran, sirilo moZze sadrzavati manje ili viSe pepsina. Sirilo zgrusava
mlijeko tako Sto uklanja fragment k-kazeina koji se nalazi na povrsini micelarnog kazeina,
glavnog oblika proteina mlijeka. Destabilizirane micele kazeina se skupe i tvore strukturu
zgrusanog (usirenog) mlijeka koji se zatim zakiseli mlije¢nim kulturama da nastane sirutka

(Whitehurst, 2002.).

6.2. Prirodni enzimi mlijeka

Mlijeko sadrzi oko 60 prirodnih enzima koji predstavljaju maniji, ali vrlo vazan dio sustava
proteina mlijeka. Enzimi potjecu iz sekrecijskih stanica ili krvi. Plazmin i lipoprotein proteaza
su povezani sa micelama kazeina, te je nekoliko enzima je prisutno u serumu mlijeka. Prirodno

enzimi su znacajni iz nekoliko razloga (Hui, 2006.):
Tehnoloski razlozi (Hui, 2006.)

e plazmin uzrokuje proteolizu u mlijeku i nekim mlije¢nim proizvodima. Moze biti
odgovoran za geliranje mlijeka pri jako visokim temperaturama i pridonosi proteolizi u
siru tijekom zrenja posebno kod vrste sira koji su kuhani pri viskom temperaturamai u
kojima je koagulant potpuno denaturiran, kao na primjer Emmentaler, Parmezan i

Mozzarella,
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e lipoprotein lipaza moZe uzrokovati hidroliticku uzeglost mlijeka ili maslaca, ali
pozitivno doprinosi zrenju sireva koji su od sirovog mlijeka,

o kisela fosfataza moze uzrokovati defosforilaciju kazeina i moZe mijenjati svoja
funkcionalna svojstva te doprinosi zrenju sira,

e ksantin oksidaza je veoma mocni prooksidans i moZze uzrokovati oksidativnu uzeglost
mlijeka; smanjuje koli¢inu nitrata,

o laktoperoksidaza je, u prisutnosti niske razine H,0, i SCN-, vrlo uc¢inkovito baktericidno

sredstvo i koristi se za hladnu sterilizaciju mlijeka.
Indikatori kvalitete mlijeka (Hui, 2006.)

e inaktivacija alkalne fosfataze je standardni test za procjenu adekvatnosti HTST
pasterizacije. PredlozZeni testovi za sterilizaciju mlijeka su glavni kod inaktivacije y-
glutamil transpeptidaze ili laktoperoksidaze,

e koncentracija i aktivnost nekolicine enzima u mlijeku poraste tijekom mastitisa i neki
su koristeni kao indikatori za ovo stanje, kao na primjer katalaza, kisela fosfataza i

pogotovo N-acetil glukozamin.
Antibakterijski (Hui, 2006.)

e mlijeko sadrzi nekoliko baktericidnih sredstava od koji su najpoznatiji lizozim i
laktoperoksidaza:

e laktoperoksidaza se prirodno nalazi u sirovom mlijeku, kolostrumu i slini.
Smatra se da je dio zaStitnog sustava protiv crijevnih infekcija kod
mladuncadi koja sisa. Djeluje baktericidno na gram-negativne bakterije, a
na gram-pozitivne djeluje bakteristatsko (Whitehurst, 2002.),

e lizozim je Siroko rasprostranjen u prirodi. Bektericidan je za mnoge gram-
pozitivne bakterije jer razbija njihove stani¢ne stjenke. Takoder inhibira rast
Listeria monocytogenes u jogurtu i svjezem siru visoke kiselosti (pH<5,0), ali
ucinak nije dovoljno dosljedan kod komercijalnih, fermentiranih mlije¢nih
proizvoda medutim, visoka kiselost je obi¢no dovoljna sama po sebi da

inhibira ove patogene.
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7. ENZIMSKA PROMJENA PROTEINA U HRANI

7.1. Uloga enzima u mesnoj hrani

Reakcije katalizirane endogenim enzimima na proteinima i drugim dusi¢nim spojevima su
odgovorne za pozeljna i nepozeljna senzorska svojstva hrane (boja, okus i tekstura) kao i za
razvoj spojeva koji su nutricionisticko djelotvorni ili imaju Stetne ucinke na zdravlje ljudi. Neki
proteini utjeCu na senzorska i funkcionalna svojstva hrane, zbog djelovanja enzima na proteine
u njihovom prirodnom okruzeniju ili kada se enzimi namjerno dodaju, tijekom obrade, u obliku
preparata obogacenih enzimima, C(Cistih enzimskih preparata ili starter kultura
mikroorganizama. Primjeri koji obuhvacaju promjene uzrokovane promjenama na proteinima
ukljuéuju gubitak pocetne svjezine ribe nakon ulova, rigor mortis i osjetljivost mesa, zrenje
usoljene ribe i sira, omeksavanje ribljeg gela, fermentacija tijekom obrade soje i proteoliticke

promjene brasna (Sikorski, 2002.).

Na senzorsku kakvo¢u mesa i morskih plodova znacajno utjecu endogene proteaze. Proteaze
kataliziraju hidroliticku razgradnju peptidnih lanaca. Kada proteaza djeluje na proteinski
supstrat dolazi do katalizacije uzastopnih reakcija. Lizosomi sadrze najmanje 12 katepsina koji
mogu zajednicki djelovati na proteine i peptide. Optimalna pH vrijednost za djelovanje
katepsina se nalazi u slabo kiselom podrucju. Lizosomi koji su pohranjeni u sarkoplazmi
govedine otpustaju katepsine. Vecina katepsina u mesu hidroliziraju neke miofibrilne
proteine. Proteoliza katepsinom se smatra jednim od odgovornih ¢imbenika za omeksavanje
mesa. lako enzimi mogu hidrolizirati miozin i aktin samo jedan mali dio razgradnje tih glavnih
nelizosomne proteaze koje su sposobne za hidrolizu nekoliko miofibrilnih proteina odgovornih

za cjelokupnu strukturu misi¢nih vlakana posebno proteina citoskeleta (Sikorski, 2002.).

Kalpain, kalcij-aktivirana neutralna metaloproteinaza, zahtjeva cistein-tiolnu skupinu za
djelovanje. Najvece djelovanje kalpeina je pri pH od 7,0 do 7,5, dok pri pH 6 i 4,5 djelovanje
mu je oko 80% i 40% od maksimalne vrijednosti. Poznate promjene koje se dogadaju prilikom
omeksavanja razli¢itih vrsta mesa nastaju zbog razlike u djelovanju kalpaina i kalpastatina
(obitelj endogenih inhibitora proteina koji se nalaze na istom stanicnom prostoru kao i enzimi).
Proces omeksavanja mesa takoder ukljuéuje razgradnju drugih citoskeletnih proteina kao sto

su timin, nebulin i desmin. Promjena proteina koja je katalizirana endogenim enzimima utjece
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na senzorsku kvalitetu razliCitih slanih, hladno-dimljenih i mariniranih ribljih proizvoda. Kod
lagano posoljenog lososa, jesetre, haringe, srdela i mnogih drugih vrsta, reakcije hidrolize
dovode do razvoja meke teksture. Aroma postaje uglavnom riblja i slana sa mesnom, sirastom

i pomalo uzeglom notom (Sikorski, 2002.).

Aktivnost endogenih proteaza, koja se mijenja ovisno o sezoni i o intenzitetu hranjenja ribe,
utjeCe na podobnost ribe za slano zrenje. Kod proizvoda, koji su predugo uskladisteni na
previsokoj temperaturi, dolazi do prekomjerne reakcije proteolize i to dovodi do
neprihvatljivog omeksavanja mesa. Na povrsini prezrele, usoljene ribe mogu se pojaviti bijeli
»cvjetovi” kristaliziranih peptida i aminokiselina, uglavnhom tirozina. U sirovim, mariniranim
haringama zrenje nastaje zbog misi¢nih katepsina. Razli¢ite endogene proteaze su uklju¢ene
u raspadanje strukture ribljih gelova i to se cCesto dogada zbog sporog kuhanja pri

temperaturama od 50 do 70 °C (Sikorski, 2002.).

Proteoliza je, u velikom postotku, uklju¢ena u proizvodnju jestivih, ribljih umaka, silazi za
stocnu hranu i hidrolizata za upotrebu kao funkcionalnih sastojaka hrane. Riblja silaza je
uglavnom napravljena od usput ulovljene ribe i iznutrica koje se melju, a potom zakiseljavaju
sa mravljom kiselinom ili smjesom mravlje i sumporne kiseline, te tu dolazi do proteolize
katalizirane endogenim enzimima. Nakon dva dana, pri temperaturi od 30 do 40 °C, veci dio
tkiva se rastvori. Proizvod koji je komercijalno proizveden u velikoj mjeri se koristi kao sastojak
hrane za svinje, perad i ribu. Riblji hidrolizati se sastoje uglavhom od neiskoriStenih riba ili od
fileta koji su nusproizvodi, a proizvedeni su postupkom koji je kataliziran dodanim
proteinazama iz biljaka, Zivotinja ili proteinazama mikrobioloSkog podrijetla. Proizvod se moze
koristiti kao izvor amino kiselina, kao medij za rast mikroorganizama, kao zamjena za mlijeko

u sto¢noj hrani ili kao sastojak funkcionalne hrane (Sikorski, 2002.).

7.2. Reakcije katalizirane transglutaminazom

Transglutaminaza ili protein-glutamin y-glutamiltransferaza katalizira prijenos acilne skupine
glutaminskog ostatka u proteinima ili peptidima na primarni amin ili molekule vode. Sudjeluje
u nekoliko fizioloSkih procesa biljnih i Zivotinjskih organizama. Takoder, proizvedena je kao
izvanstaniéni enzim Streptoverticillium sp., Physarium sp. i drugih mikroorganizama. Opcenito,
aktivnost transglutaminaze, koja je biljnog i mikrobioloskog podrijetla, ne ovisi o prisutnosti
Ca?* dok enzim koji je prisutan u Zivotinjskim tkivima ovisi o Ca?*. Medutim, potrebu za Ca?*

diktira vrsta supstrata (Sikorski, 2002.).
18



MARTINA SOSIC ENZIMI U PREHRAMBENOJ INDUSTRUI

Transglutaminaza se javlja u obliku monomera, dimera ili tetramera, te je otopljena u citosolu
ili je vezana u mitohondrijima i lizosomima. Maksimalnu aktivnost ima pri temperaturi od 50°C,
te se zato mogu ucinkovito koristiti za modifikaciju proteina u hrani pri temperaturnom
rasponu od 5 do 20 °C. Za aktivnost transglutaminaze razli¢itog podrijetla optimalni raspon pH
je od 6 do 9,5. Uloga transglutaminaze u proizvodnji hrane nastupa tijekom ucinka
umrezavanja proteina, ugradnje amina i deaminiranja glutaminskog ostatka. Uc¢inak enzimske
aktivnosti, izrazena kao umrezavanje, ovisi o koncentraciji NaCl-a kao i o svojstvima
proteinskih supstrata. Na aktivnost deaminiranja transglutaminaze razli¢itog podrijetla utjece
specificnost enzimskih supstrata. Komercijalno proizvedene mikrobioloske transglutaminaze
su pronasle brojne primjene u preradi hrane. Mogu se koristiti za povecanje ¢vrstoce gela, za
poboljSanje reoloskih svojstava mlijeCnih proizvoda, te u proizvodnji razli¢itih mesnih
proizvoda. Reakcije katalizirane pomocu dodane transglutaminaze mogu dovesti do, ,po
mjeri“, pripremljenih proteinskih pripavaka kao na primjer jestivi filmovi od proteina sirutke,
te za kovalentno vezanje saharida sa biljnim proteinima koji su bogati ostatcima glutaminaze.
Transglutaminaza, neovisna o Ca®* i koja proizlazi iz Streptoverticillium sp., moze izazvati
geliranje glicina i legumina pri temperaturi od 37 °C, te su ti gelovi krudi i elasti¢niji nego
toplinski geliranih proizvoda. Tijekom skladiStenja proizvoda zbog aktivnosti transglutaminaze
moze doci do promjene reoloskih svojstava gela. Da ne bi doslo do tih promjena, aktivnost
transglutaminaze se moze nakon inkubacije otopine gela sa enzimom zaustaviti zagrijavanjem

do 90 °C (Sikorski, 2002.).

7.3. Enzimsko omeksavanje mesa

Veé dugi niz godina je poznata upotreba biljne proteaze papaina, ficina i bromelaina za
enzimsko omekSavanje mesa. Ovi enzimi imaju relativnho dobar ucinak na sastojke miSi¢nog
tkiva kao Sto su kolagen i elastin. Takoder, mikrobioloske proteaze su pokazale moguénost da
omeksavaju meso. Enzimi se primjenjuju posipanjem enzimskog praha na tanki komad mesa,
uranjanjem mesa u otopinu enzima ili prskanjem reza na mesu otopinom enzima pomocu
sustava za ubrizgavanje. Koja god metoda se primjenjuje vanjski enzimi stvaraju poteskoce

ravnomjerne raspodjele enzima kroz tkiva prilikom omeksavanja mesa (Whitehurst, 2002.).
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7.4. Prerada ribe

Za poboljsanje kvalitete krajnjeg proizvoda i ekonomic¢nosti proizvodnje fileta koristi se novi,
razvijeni proces proizvodnje koriStenjem okosnice i dodataka ribljih fileta. Tijekom hidrolize
sirovina se zagrijava kroz 45 minuta na temperaturi od 55 °C. Koristi se 1 kg enzima Protamex™
na 1000 kg sirovine. Nakon hidrolize zagrijava se na temperaturu od 90 °C, kroz 15 minuta, te
se tako inaktiviraju enzimi. Smjesa se zatim cijedi kroz sito i odvaja pomodu trofazne
centrifuge. Filtracijom se dobiva kristalno Cist proizvod. Zgusnjavanje se postize isparavanjem
vode i dodavanjem soli. Kao alternativa, otopina proteina se moze koristiti i bez zgusnjavanja

direktno kao podloga za proizvodnju marinada uz dodatak soli (Sikorski, 2002.).
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8. ENZIMI U EKSTRAKCIJI SOKA 1Z VOCA | POVRCA

8.1. Pektini

Voce sadrzi visoki udio pektinskih tvari. Pektini pripadaju skupini kiselih polisaharida koji se
nalaze u sredisnjoj lameli primarne stani¢ne stjenke biljaka. Koli¢ina i svojstva pektinskih tvari
odreduju teksturu voca i povréa. U nezrelom vodéu pektini su uglavnom prisutni u obliku
netopljivih protopektina koji, tijekom sazrijevanja, prelaze u topljive pektine. Ovom
pretvorbom pektinaze se stvaraju unutar voca i ¢ine ga meksim. Taj isti mehanizam se moze
izvrsiti i pomocu mikrobne poligalakturonaze odnosno protopektinaze koja ima svojstva
omeksSavanja. Kemijski gledano pektini nisu homogene tvari. Naprotiv, oni su vrlo heterogene
mjesSavine polisaharida razli¢itih molekulskih masa i razli¢itih stupnjeva esterifikacije. Sastoje
se od tzv. glatke pektinske regije, koja zauzima relativno veliki dio, od 60 do 90%. Njihove
glavne komponente su neesterificirane jedinice galakturonske kiseline ili jedinice
galakturonske kiseline esterificirane sa metanolom. Protopektin, koji je netopljiv u vodi, se
sastoji od lanaca metoksilirane poli-D-galakturonske kiseline povezanih preko iona metala
(Ca?*, Mg?*), polisaharidnih spojeva (arabinoza, ksiloza, ramnoza, galaktoza), fosforne kiseline,
spojeva karboksil estera i vodikovih mostova. Pektini, koji su topljivi u vodi, formirani su
enzimima za omeksSavanje prisutnih u vocu tijekom sazrijevanja, te su visokog stupnja
esterifikacije. Vecina njih su glatke regije pektinske tvari Cija topljivost raste sa povec¢avanjem
stupnja estreifikacije i smanjenjem molekulske mase. Nitasta regija pektina ¢ini od 10 do 40%,
te uglavnom sadrzi mjeSavinu arabana, rhamnogalakturonana i arabinogalaktona kao i

proteina (Whitehurst, 2002.).

8.2. Celuloza i hemiceluloza

Celuloza je jedan od sastojaka stani¢nog zida voéa i povezan je ksiloglukanima sa glatkom i
nitastom pektinskom regijom. Prema sadasSnjim saznanjima razgradnja celuloze uzrokuje
interreakciju izmedu tri razli¢ite hidrolaze. Prvi korak je razdvajanje amorfnih podrucja
pomocu endoglukanaze takoder nazvane Cx-celulaza. Ovo uzrokuje stvaranje novih supstrata
za sljededi korak, a to je cijepanje celobioze pomoéu tzv. celobiohidrolaze ili Ci-celulaze.
Sinergisti¢ki u¢inak Cx- i Ci-celulaza dovodi do rasta molekula celobioze koje se razgrade na
glukozu pomodéu treéeg enzima celobiaze, takoder poznata kao i B-glukozidaza. Hemiceluloze

su skupine polimernih ugljikohidrata koji se mogu svrstati, u Sirem smislu, u nitastu regiju
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pektina. Glavni predstavnici ove skupine su galaktomanani, ksilani i B-glukani. Takoder, biljne
gume pripadaju u ovu skupinu tvari. Ovisno o vrsti voc¢a i tehnologiji obrade ove se tvari otope
i ometaju obradu ili filtriranje. U ovom slucaju, pogodni enzimi spadaju pod kategoriju
hemicelulaze i redovito provode sekundarne aktivnosti u produktima pektolitickih enzima.
Produkti celulaze dobiveni iz vrste Trichoderma su posebno pogodni za preradu voéa i povréa,
te se uglavnom koriste u kombinaciji sa pektolitickim enzimima. Oni omogucuju daljnje
smanjenje viskoznosti posebno tijekom procesa omeksavanja i otapanja, te olakSavaju proces
razdvajanja krutine i tekucine. Glavni cilj je optimizirati proces, ali i povecati prinos

(Whitehurst, 2002.).

8.3. Skrob

Skrob je biljni polisaharid pohranjen u korijenu i sjemenkama biljaka, a nalazi se jo$ i u
endospermu zrna Zita. Zahvaljujudi kiselim pH zahtjevima voénih sokova jedini enzimi koji se
mogu koristiti su oni enzimi dobiveni iz plijesni i gljivica buduéi da bakterijski enzimi pokazuju
ucinak od pH 5 pa nadalje, a takoder jako ovise i o temperaturi. Ovisno o njhovom specific(nom
djelovanju razlikujemo Ccetiri enzima: a-amilazu, B-amilazu, glukoamilazu i pululanazu.
Endoenzimi poput a-amilaze djeluju na bilo kojem mjestu Skrobnog lanca i razgraduju
neosStecéeni Skrob. Produkti hidrolize B-amilaze koji, ovisno o stupnju hidrolize, su pozeljni
tijekom komercijalne proizvodnje kruha su glukoza, maltoza i dekstrini. Egzogena B-amilaza
djeluje na a-1,4 glikozidne veze sa ne reducirajuéeg kraja i na osSteéen lanac amiloze ili

amilopektina (Vaclavik, 2008.).

Nadalje, ona hidrolizira Skrob po dvije jedinice glukoze odjednom, te se tako dobije maltoza.
Skrob ne mogu hidrolizirati B-amilaze izvan toc¢ke grananja amilopektina. Enzim glukoamilaza
hidrolizom a-1,4 veza proizvodi glukozu i polagano hidrolizira a-1,4 veze u Skrobu. Pululanaze
su endohidrolaze koje iskljucivo cijepaju a-1,6 veze amilopektina zbog cega se nazivaju i
»enzimirazgranavanja“. Hidroliza razgranatih veza unistava prostornu strukturu amilopektina.
Produkti hidrolize su linearni dijelovi amiloze. Kada su enzimi prvi put upotrijebljeni za preradu
voca samo su se koristile a-amilaze jer tada nisu bile dostupne druge gljivicne amilaze i
problemi sa Skrobom su bili, viSe-manje, rijetkost. Nakon uvodenja horizontalnih presa
povecala se koli¢ina Skroba u soku. Tek nakon uvodenja vruéeg bistrenja po prvi put se pocela

koristiti glukoamilaza. Gljiviéne a-amilaze nisu tada koristene jer nisu bile pogodne za vruée
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bistrenje zbog njihove stabilnosti pri niskoj temperaturi. Gljivicne a-amilaze se danas sve vise

i viSe koriste za hladno bistrenje (Whitehurst, 2002.).

8.4. Proteini

Voce sadrzi samo male koli¢ine proteina, ali oni postaju sve viSe i viSe vazni u novim
tehnologijama. Trenutno koriStenje proteaza u preradi voéa nije rasprostranjeno. Kako
tehnologija membrana postaje popularnija tako se sve vise povecava interes za tu zanemarenu
skupinu enzima. Bentoniti su koriSteni za taloZenje proteina u konvencionalnom procesu
bistrenja, ali ovaj tip taloZenja proteina se ne koristi u membranskim procesima. Zato se
proteini mogu nakupiti na membranu, te tako ugrozavaju tok i sposobnost filtracije. Dijelovi
proteina prolaze kroz membranu, te tako negativno utjecu na kvalitetu voénih koncentrata
stvarajuci naknadno zamucenje soka. Uglavhom, jedina prikladna proteaza je ona diji je pH
optimum u kiselom podrucju. Zato su samo odgovarajuce gljivicne proteaze vrijedne
razmatranja. One pokazuju vrlo dobru aktivnost u pH podrudju od 3 do 5 Sto dovodi do
Zeljenog ucinka. Posebne gljivicne proteaze su dobivene iz Aspergillus niger sa optimalnim pH
podruéjem od 3 do 5 i vrlo su ucinkovite u soku od grozda. Hidrolizom proteina velike
molekulske mase u fragmente proteina ovi sokovi gube sposobnost da vezu tanine i da
formiraju protein-tanin komplekse. Protein-tanin kompleksi su odgovorni za zacepljenje
membrana. Osobito je to slucaj prilikom prerade citrusa. Takoder je iskustvo stabilizacije
koncentrata od jezgriCavog vo¢a pomocu prikladnih proteaza bilo pozitivno. Daljnji problem
koji se moZze rijesiti uz pomo¢ prikladnih proteaza, je formiranje pjene tijekom prerade

(Vaclavik, 2008.).
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9. KOMERCIJALNA PROIZVODNIJA ENZIMA

Postoje tri glavna izvora komercijalnih enzima koji se trenutno koriste za obradu hrane:

1. Zivotinje,

2. Biljkei

3. Mikroorganizmi.
Daleko najveca skupina komercijalnih enzima koji se trenutno koriste u prehrambenoj
industriji su proizvodi fermentacije mikroorganizama, ali se i dalje primjenjuju enzimi dobiveni
iz nekih Zivotinja i manja skupina enzima koji potjecu iz biljaka. Enzimi dobiveni iz Zivotinja i
koji se danas koriste u proizvodnji hrane obi¢no potjecu iz organa razli¢itih vrsta, na primjer
enzim pepsin je izoliran iz sluznice Zeluca svinje. On ima za prioritet cijepanje peptidnih veza
gdje karbonilna skupina potjece od fenilalanina, leucina ili glutaminske kiseline (pepsin A), te
je njegova primjena ograni¢ena u proizvodnji sira, hidrolize proteina te tijekom probave.
Najmanja grupa enzima koja se danas koristi u prehrambenoj industriji je dobivena iz biljaka.
Upotreba biljnih enzima sezZe stolje¢cima unatrag u vrijeme kada su starosjedioci iz tropskih
zemalja prije kuhanja mesa zamotavali ga u lis¢e biljke papaje i uvidjeli da to ima omeksavajuci
ucinak, ali nisu bili svjesni biokemijskih reakcija koje se odvijaju. Medutim, s poveéanjem
znanja o biokemiji utvrdeno je da svojstvo omekSavanja nastaje zbog prisutnosti
proteolitickih enzima u papaji koji djeluju na proteine mesa. Trenutno ta svojstva se
komercijalno iskoriStavaju za prehrambenu industriju i tri glavna biljna enzima koji se koriste
u prehrambenoj industriji su papain iz papaje, bromelain iz ananasa i ficin iz smokve. Od ta tri
enzima papain je daleko najvazniji i danas se puno koristi prvenstveno za proizvodnju piva i

za omeksSavanje mesa (Whitehurst, 2002.).

Najveéa skupina industrijskin enzima koji se danas koriste u prehrambenoj industriji su
dobiveni pomodéu mikrobne fermentacije. Fermentacija je proces u kojem se mikroorganizmi
uzgajaju pod vrlo kontroliranim uvjetima koji omoguéuju maksimalnu proizvodnju i izraZaj
osobina Zeljenog enzima. Sve tri kategorije mikroorganizama (bakterije, gljivice i kvasci) su
izvori komercijalnih enzima. Proces zapocinje obnovom ocduvane kulture i postepeno se
razvijaju stanice preko razvijenog, multi-serijskog inokuluma, te se vrhunac postize u
fermentoru. U ovoj fazi, kultura je spremna za potpunu fermentaciju gdje se postize

maksimalni rast mikroorganizama i proizvodnja enzima. Cilj posljednje faze proizvodnje je
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maksimalni oporavak koli¢ine enzima proizvedenog tijekom fermentacije (Whitehurst,

2002.).

Najvaznija imovina bilo kojeg proizvodaca komercijalnih enzima je njegova zbirka kultura i
stoga je od glavnog znacaja ocuvanje i dugorocno skladiStenje tih mikroorganizama. Postoji
nekoliko nacina za ocuvanje kultura. Kulture bujona ili stanice uzete sa kosine epruvete se
rasporeduju u bocice i zamrzavaju. Pohranjuju se pri standardnim uvjetima zamrzavanja od -
5do -20 °C, te tako imaju moguénost da Zive do dvije godine. Za dugorocno o€uvanje koriste
se mehanicki zamrzivaci gdje je temperaturni raspon od -50 do -80 °C. Kulture se jos mogu
pohraniti za dugorocno ¢uvanje u tekuci dusik (-196 °C) ili u pari tekuéeg dusika (-156 °C).
Danas se tekuci dusik smatra jednim od najuspjesnijih sredstava za oCuvanje stabilnosti
kultura upravo zbog njegove sposobnosti da pouzdano o€uva mikroorganizme kroz duze
vrijeme. SusSenje zamrzavanjem ili liofilizacija kultura obuhvaca uklanjanje vode iz smrznutih
stani¢nih suspenzija pomodéu sublimacije pod snizenim tlakom. Vedina sojeva moze biti
saCuvana u ovom stanju u razdoblju do 10 godina. Procjepljivanje je metoda odrzavanja
kultura na Zivotu pomocu periodi¢nog prijenosa na svjezi agar nakon cega slijedi inkubacija
na pogodnoj temperaturi rasta. Kulture se potom pohranjuju u hladnjak pri temperaturi do 5
°C. Ova metoda je prikladna i jeftina, ali se ne preporucuje za dugoro¢no pohranjivanje kultura

(Whitehurst, 2002.).

Prva faza komercijalne proizvodnje enzima ukljucuje oporavak sacuvanih kultura i visefaznu
akumulaciju biomase, te se to naziva razvoj inokuluma. Za pocetak procesa se tekuéem
mediju u epruveti dodaje mala koli¢ina pohranjene kulture. Nakon inkubacije pri
odgovarajucoj temperaturi i tijekom odredenog vremenskog razdoblja (dan ili dva za
bakterije, nekoliko dana za gljivice) kultura je spremna za viSefazni razvoj. To obi¢no pocinje
sa prijenosom inokuluma u tikvicu sa tekué¢im medijem. Procjepljivanje inokuluma u tikvice se
vr$i u kontroliranim uvjetima kako bi se sprijeCila kontaminacija. Tikvice se stave u
naizmjeni¢nu muckalicu i snazno se muckaju. Nakon $to je postignut Zeljeni ucinak sadrzaj u
tikvici se prenosi u spremnik za mijeSanje poznat kao bioreaktor. Bioreaktori se razlikuju po
kapacitetu, od nekoliko stotina litara do 20 000 litara. Ako se Zeljeni proces provodi pomocu
submerzne fermentacije inokulum se isporuci u bioreaktor za proizvodnju dok se u slucaju
povrsinske kulture prenosi na ¢vrstu podlogu. U submerznoj fermentaciji enzim se proizvodi

pomodu mikroorganizama tijekom rasta u teku¢em mediju koji je pohranjen u velike, duboke
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proizvodne bioreaktore. Veli¢ina bioreaktora za komercijalnu proizvodnju moze varirati od 20
000 do 200 000 litara. Bioreaktor se priprema za komercijalnu proizvodnju tako $to se prvo
dodaje voda nakon cega slijedi dodavanje hranjivih sastojaka koji sacinjavaju propisani,
proizvodni medij za odredenu fermentaciju. Proizvodni medij osigurava ugljik, dusik, sve
minerale i vitamine potrebne za rast mikroorganizama i za maksimalnu proizvodnju enzima.
Sadrzaj biorektora se obic¢no sterilizira ubrizgavanjem pare pri temperaturi od 121 °C, 30-60
minuta. Trajanje svake fermentacije ovisi o vrsti organizma koji se fermentira i o tome da li se
enzimi sintetiziraju tijekom faze rasta ili tijekom eksponencijalne i/ili stacionarne faze.
Opcenito, bakterijska fermentacija moZe trajati malo manje od 24 sata za potpunu
proizvodnju enzima koja se postize u fermentoru, dok gljivicna fermentacija mozZe potrajati
od 6 do 10 dana da bi se postigao isti cilj. Fermentacija se stalno prati kako bi se osigurao
stalan rast kulture i proizvodnja enzima. Cimbenici, kao $to su muékanje, otopljeni kisik, pH,
temperatura i nedostatak plina u potpunosti se provjeravaju i kontroliraju da bi se osigurala
optimalna proizvodnja enzima pomocu kultura u fermentacijskom bujonu. Sljedeéi korak u
komercijalnoj proizvodnji enzima je oporavak proizvoda u nizu koraka nakon fermentacije

(Whitehurst, 2002.).

Nakon fermentacije se primjenjuje nekoliko postupaka za razdvajanje tekuce faze, koja sadrzi

enzime, od Cvrste faze.
Tehnike koje se koriste su (Whitehurst, 2002.):

o filtracija sa prikladnim filterom koji sadrzi pomoc¢no sredstvo za filtraciju,
e mikrofiltracija popre¢nog protoka,

e centrifugiranje.

Uglavnom se koriste dvije metode filtracije, a to su okvirna i komorna i rotacijsko-vakuumska
filtracija. Okvirna i komorna filtracija ukljuuje prethodno oblaganje filtera sa slojem
odgovaraju¢eg medija za zadrZavanje tvari. Fermentacijska smjesa koja takoder sadrZi
pomocno sredstvo za filtraciju se pumpa kroz filter gdje odgovarajuéi medij zadrzava pomocéno
sredstvo i krutine. Ovaj postupak rezultira bistrim filtratom koji zahtjeva daljnju obradu.
Rotacijsko-vakuumska filtracija je prikladna alternativa za okvirnu i komornu filtraciju. U ovom
procesu se koristi filter prethodno obloZzen debelim slojem odgovarajuéeg medija za

zadrZavanje tvari koji se smjesta u rotiraju¢i bubanj gdje se primjenjuje vakuum kako bi filter
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ostao na mjestu. Takoder je moguce fermentacijsku smjesu filtrirati pomoc¢u mikrofiltera da

se ponovno dobije bistri filtrat (Whitehurst, 2002.).

Membrane koje se koriste za ovaj proces moju biti od polimera ili keramike dok se veli¢ina
pora odreduje probnim radom. Veli¢ine pora se kre¢u u rasponu od 0,1 do 0,5 mikrona. Proces
podrazumijeva kruzenje fermetacijske smjese oko sustava koji uva sve sastojke smjese u
suspenziji. Ovo zahtjeva veliku brzinu protoka na povrSini membrane da bi se smanjila
zaCepljenost. Mikrofiltracijski sustav je obi¢no cjevaste strukture sa promjerom od 6 mm.
Brzina protoka je promjenjiva i ovisi o materijalu koji dolazi u kontakt sa povrSinom
membrane. Smjesa se ispire vodom da se osigura ponovno stjecanje metabolita, no potrebna
je ravnoteza izmedu ciljanog prinosa, koli¢éine dodane vode i vremena trajanja procesa.
Fermentacijsku smjesu je mogude centrifugirati, a koli¢ina prisutnih krutih tvari odreduje vrstu
potrebnog separatora. Takoder je nemoguce da ¢e se odvajanje postic¢i jednim prolaskom tvari
kroz separator, te to zahtjeva dva ili viSe prolaska kroz centrifugu ovisno o potrebnoj
ucinkovitosti ekstrakcije. Nakon odvajanja krute tvari od fermentacijske smjese filtrat, koji se
sada sastoji od velike koli¢ine razrijedenih enzima, spreman je za sljedeci korak, a to je
koncentriranje. To je proces u kojem se proteinski sadrzaj filtrata koncentrira tako da se iz
filtrata ukloni velika koli¢ina vode koja sadrzi minerale, vitamine i slicne tvari. Postoji mnogo
mogucih metoda koncentriranja i izabrana metoda ovisi o fizickim karakteristikama enzima
kao Sto je molekularna velicina, pH stabilnost, toplinska svojstva i cijena odabranog procesa.
Naj¢eséa metoda koncentriranja koja se koristi je ultrafiltracija gdje selektivno-propusna
membrana zadrZava potrebne tvari, a otpad prolazi kroz membranu i odbacuje se. Ove
membrane se mogu izabrati samo na temelju eksperimentalnih ispitivanja dok su veli¢ina i
oblik molekula enzima promjenjivi. Koristeci ovu tehniku moguce je postic¢i koncentraciju od
priblizno 30% suhe tvari. Koncentrat enzima se pohranjuje i spreman je za mijeSanje u tekuci
proizvod ili se moZe dalje procesirati suSenjem ako je konacan proizvod potreban u obliku

praha (Whitehurst, 2002.).

Postoje mnoge metode susenja za daljnju obradu koncentrata do praha. Naj¢eS¢a metoda koja
se koristi je suSenje rasprsivanjem. Susenje rasprsivanjem rezultira finim prahom. Prikladnost
tehnike i optimalni uvjeti procesa se utvrduju probnim radom. Za uspjesSno susenje vecine
enzima se primjenjuje ulazna temperatura od oko 200 °C, a izlazna temperatura od oko 80 °C.

Prah proizveden na ovaj na¢in moZze se granulirati pomocu susilice pri temperaturi od 45 °C.
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Pomodu ove tehnike se proizvode mikrogranule jedinstvene veli¢ine koje su takoder i fluidne,
te se mogu dispergirati u tekucini. Kod izrade enzimskog proizvoda za trziste zavrsna faza je
oblikovanje tog enzima za specificnu aktivnost mijeSanjem koncentriranog praha ili
razriedivanjem tekuceg koncentrata. Oblikovanje praha za trziste ukljucuje mijesanje
koncentriranog praha iz susilice koja radi na principu rasprSivanja. Za razrjedivanje
koncentrata suhog enzima koristi se odgovarajuci nosac. Tipi¢ni nosaci ili razrjedivaci koji se
koriste za mijeSanje komercijalnih proizvoda enzima uklju¢uju Skrob, maltodekstrin, laktozu i
dijelove brasna. Konacniizbor nosaca ¢e ovisiti o brojnim faktorima uklju¢ujudi veli€inu Cestica
i boje. Postoji Siroki niz razli¢itih mijesalica, a izbor mijesalica ovisi o materijalima, kolicini,
¢vrstodi, zampremini i o mnogim drugim fizickim karakteristikama sastojaka koji se mijesaju.
Komercijalni proizvodi enzima, koji se prodaju u teku¢em obliku, oblikovani su razrjedivanjem
koncentrata tekuéeg enzima visoke aktivnosti sa vodom do specificne aktivnosti koja je
potrebna za konacni proizvod. Ovaj proces se provodi u spremnicima za razrjedivane Ciji
kapacitet se kreée u rasponu od nekoliko stotina do nekoliko tisuéa litara. Konacni proizvod ¢e
takoder sadrzavati odredene stabilizatore kao Sto su sorbitol ili glicerin kako bi se osigurala
stabilnost enzima tijekom skladistenja. Takoder ¢e sadrzavati konzervanse kao $to su natrijev
benzoat i kalijev sorbat da bi se sprijecila mikrobioloska kontaminacija kona¢nog proizvoda
tiiekom produzenog skladistenja. Prije konacne prodaje enzimski prah i tekudina se

provjeravaju kako bi se osiguralo da ispunjavaju zahtijevane specifikacije (Whitehurst, 2002.).
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10. ZAKLJUCAK

Enzimi se mogu opisati kao funkcionalni, kataliticki proteini. Nalaze se u svakoj stanici biljne i
Zivotinjske vrste. Bez njih, pivo ne bi fermentiralo, a voce ne bi sazrelo. Oni su tvornica svake
stanice koja pokreée kemijske reakcije ili ih Cini jo$ brzima, dok u isto vrijeme ostaje
nepromijenjena. Enzimi su neophodni za Zivot kakvi poznajemo, jer su mnoge reakcije koje se
odvijaju u stanicama organizma prespore te bi vodile do bitno drugacijih produkata koje
organizmu trebaju ili ne trebaju, ili bi Stetili. Snizavaju energiju aktivacije pojedine reakcije, te
je na taj nacin ubrzavaju i do nekoliko milijuna puta. Do sada je otkriveno tek nekoliko tisuéa
enzima, a ostalo ih je jos na milijune koje treba otkriti. Snazan napredak biokemijskih znanosti
omogucdio je bolje razumijevanje uloge enzima u svim Zivotnim procesima i proizvodnji
najrazlic¢itijih vrsta proizvoda. Rezultat toga je njihova industrijska proizvodnja i Siroka
primjena kao katalizatora mnogih industrijskih postupaka. Suvremena znanost neprestano
istice vaznost hrane i njezine probave kao klju¢nog ¢imbenika u razvoju degenerativnih bolesti,
pa Cak i procesa starenja. U prehrambenoj industriji se uglavnom koriste ,slobodni enzimi“
tehnicke Cistoce i s definiranim djelovanjem (okus, miris, izgled, stupanj konverzije i dr.) koje

utjece na vrijeme i uvjete procesa prerade proizvoda.
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