Pektolytické enzymy z fermentdcie kyseliny citrénovej

St. KRCMAR,

Vyskumny ustav liehovarov a konzervirni, Bratislava

Napriek tomu. Ze pektolytické enzymy patria medzi najstarsie technicky vy-
rébané, ich vyroba sa neustdle intenzivne rozvija. Upusfa sa od malo aktiv-
nych prepardtov a zad¢inaju sa vyrabat uéinnejiie, s aktivitou takmer desaf-
nasobne vysfou, pri prakticky nezmenenej cene. Hladaju sa stile nové, lac-
nejsie zdroje pektolytickych enzymov, zaruéujtice dostatoéne efektivnu vyrobu
enzymatického preparatu.

Velmi vyhodnym zdrojom je fermentacia kyseliny citrénovej na melasovom
substrate. Vysokd aktivita pektclytickych enzymov sa tu dosahuje vdaka
pritomnosti velkého mnoZstva réznych degradaénych produktov pektinu, ktore
posobia v priebehu fermentacie ako induktory biosyntézy tychto enzymov.

Pektolytické enzymy patria podla klasifikacie TUB do réznych skupin, hoci
ich u¢inok sa v zisade prejavuje rovnako. Glykanohydrolazy s depolymeri-
zujucim posobenim, ako endopolygalakturondza a endopolymetylgalakturonaza,
sposobuju predovietkym pokles viskozity $tavy v désledku hydrolyzy pektinu
na oligosacharidy. Rovnako sa prejavuju aj pektatlydzy, pri pésobeni ktorych
sa depolymerizidcia dosiahne Stiepanim pektinu, pridom vznika nenasyteny
derivat kyseliny galakturonovej s dvojitou vizbou medzi 4. a 3. uhlikovym
atomom. Prirastok nenasytenych vézieb sa sleduje spektrofotometricky mera-
nim v UV oblasti spektra.

Sacharifika¢ne poésobiace enzymy, ako exopolygakalturoniza alebo analo-
gicky posobiace exopektatlyazy, odstepuju od neredukujiceho konca zakladné
stavebn¢ jednotky pektinovej makromolekuly a stanovujd sa na zaklade pri-
rastku redukujucich skupin jodometricky.

Z technického hladiska st najdoleZitejdie enzymy s depolymerizaé¢nym udin-
kom, v désledku ktorého dochédza k znizeniu viskozity pektolyzovanej stavy,
umoziiujucemu uspesné a ekonomické spracovanie. Je to predovietkym endo-
polygalakturonaza, atakujuca pektin znaéne deesterifikovany a endopolymetyl-
galakturondza, posobiaca na pektin s normalnym stupfiom esterifikacie.

Syntéza pektolytickych enzymov pocas devafdriovej fermentacie, ktorej prie-
beh zndzortiuje obr. 1, je ovplyviiovani predovietkym fyziologickym stavom
produkéného mycélia a aciditou fermentaéného substratu. Syntéza pektolytic-
kych enzymov, a to predovietkym endopolygalakturonazy, zad¢ina sa v 3. dni
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fermentécie, ked uz hodnota pH klesd na 3,0. Potom je zvySovanie hladiny
pektolytickych enzymov v substrate az do konca fermenticie konstantné.
V mycéliu sa zac¢inaji hromadit enzymy az v 6. dni fermentacie. Enzymaticky
komplex v mycéliu méd o nieco odlisné zlozenie ako v substrite, pretoze sa
o niedo zvysuje podiel endopolymetylgalakturonazy.
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O br. 1. Priebeh biosyntézy pektolytickych enzymov v priebehu fermenticie kyselinyv

citrénovej. 1 — pPH; 2 — acidita substratu (m! 1N NaOH na 10 ml vzorky); 3 -

koncentracia pektolytickych enzymov v substrate (j/ml); 4 — koncentricia pekto-
lytickych enzymov v mycéliu (j/g).

Sledovanie aktivity pektolytickych enzymov je spolahlivym indikatorom
fyziologického stavu produkcéného mikroorganizmu, pretoze akakolvek preko-
nand a prerastend kontamindcia bakteridlna alebo fungdlna sa nepriaznivo
odraza v poklese tvorby pektolytickych enzymov. Maximdélna aktivita enzy-
mov zodpoveda vzdy maximalnemu vytazku kyseliny citréonovej

Ako zdroj pektolytickych enzymov je mozné vyuzit tak mycélium, ako aj
vyfermentovany melasovy substrat. Mycélium sa musi doékladne rozomliet
a extrahovat vodou, pricom sa ziska dost zriedeny, ale relativne disty extrakt.
Aktivita pektilytickych enzymov je v extrakte asi pdtnasobne nizsia ako vo
vyfermentovanom subsirate, pretore mycélium obsahuje iba 25%; z celkovej
aktivity kultury. Preto sme pri izoldcii volili také izola¢né postupy, zahrnajuce
metodiky, technicky vyuzivané iba v poslednom case — odsolovanie na ione-
xoch, adsorpcia bielkovin na gélovité substancie s nasledujucou eldciou enzy-
mu do zlomku pdévodného objemu vhodnym pufrom. Takyto postup sme si
vypracovali na baze kalciumfosfatového gélu po odstrdneni idénov rusiacich
adsorpciu na gél desalinaciou na kolénach s katexom v Ht-cykle a anexom
v OH~-cykle. Eltciu sme robili pri vyuZiti zmeny pH pomocou citratovych
pufrov, obsahujacich na zlepSenie vsolovacieho (,,salting-in”) efektu amoéniové
soli minerdlnych kyselin. Takto ziskany preparat je velmi ¢isty, obsahuje iba
mensie mnozstva inych hydrolytickych enzymov (glukoamylaza, celulaza).

Nakolko enzymatické preparity tohto typu u nas nenasli doteraz pouzitie,
vypracovali sme pre potreby konzervarenského priemyslu postup izolacie pek-
tolytickych enzymov priamo z vyfermentovaného substratu, zaloZeny na ich
precipitacii organickym rozpustadlom za chladu. pri suéasnej pritomnosti vhod-
nej filtraéne] hmoty — napr. kremeliny. Pouzitie ukvapu a volba optimalnych
tepelnych podmienok ndm umozZnili ziskaf preparaty s aktivitou nad 10 000 °PM
ekonomicky velmi vyhodne.
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V sucéasnosti sa pripravuje vyroba tohto prepariatu pod ndzvom LEQZYM
v zavode SLOVLIK Leopoldov.

Preparat pektolytickych enzymov, ziskany pri fermentacii kyseliny citrono-
vej, ma niekolko pozoruhodnych vlastnosti. Je to predovietkym optimalna
hodnota pH, ktora je oproti beznym preparatom posunuta viacej do kyslej
oblasti (pH 2,8—4.8), v kiorej sa pohybuje pH viciiny ovocnveh Stiav,

Velmi dobra je tepelna stabilita LEOZYMU, ktory pri pektolyze straca akti-
vitu badatelne az pri teplotach nad 55°C. Optimélna teplota je 45—50°C.

Nepritomnost pektinesterazy predzna¢uje LEOZYM aj na pouzitie vo vinar-
stve, pretoze tu nlel nebezpecenstva zvyiovania hladiny metanolu v muste.
Taktiez necbsahu tivne péscbiace oxidazy.
val 11‘1 stanoveni aktivity 10000 "PM podla
testu pri 40”"‘ 1 kg preparatu zniz

1 ogburania A, o 83",

Kyzlinka. T
za 6 hodin v
maximalne] moZnosti;

Obr 2 Nomogram na stanovenie davok LEOZYMU

Praktické skusky prepardtu na réznych substrdatoch priniesli tieto vvsledky:
Jabléna 5fava: Velmi dobrévysledky ddvala pektolyza pri 40—45°C

po dobu 30—40 minut. Stava bola Zltozelena, rovnako aj senzorické hodnotenie
bolo vel’rru dobre Pri teplr:Lach nad 45 "C doslo k

enzivnemu Hnednutiu

0t na dostatoénu pekto-
cia farebnyceh latok
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V pripade éiernych ribezli sa dosiahol najlepsi vysledok. 50 minut pektolyzy
pri 45—50 °C postacilo na zasadnt zmenu mechanickych vlastnosti rozdrveného
ovocia, pricom vytazok §tavy dosiahol uroven beznu pri inych druhoch ovocia.

Hrozno: Aplikdcia LEOZYMU pri pektolyze hrozna priniesla zvvsenie
v¥lisnosti 0o 4—5 % Vino z modrého hrozna bolo farebne vyraznejsie pri pek-
tolyzovanom ako pri kontrole. Velmi dlbélezitym faktorom, ktory sme =zistili,
je skratenie hlavného kvasenia na poloviény c¢as, dalej podstatne lepSie pre-
kvasenie a senzorickd kvalita vina. Nakolko neprecipitovala kyselina poly-
galakturénova, nezvysilo sa ani mnozstvo kalovych latok po vydisteni vina
pred stacanim.

Perspektivne uvazujeme o rozvinuti vyroby vysokoaktivnych enzymatickych
preparatov pektoldz v kombinacii s inymi enzymami pre progresivne techno-
logické postupy. Ide predovietkym o doplnenie enzymatického komplexu —
amyldzou na pektolyzu §tiav z modernych lisov, pridom sa znacne zvysuje
obsah S$krobu, ktory potom vyvolava neziaduce zdkaly a zhorsuje technolo-
gicku ovladatelnost procesu pri vyrobe ovocnej $tavy.

Suhrn

V prispevku autor naznacuje problematiku moznosti vyroby pektolytickych
enzymov pre konzervarenské ucely z produktov vyroby kyseliny citrénovej,
a to priamo izolaciou zo substratu alebo exirakciou z mycélia. Sami vypraco-
vali sposob vyroby pektolytickych enzymov izoldciou priamo zo substratu,
ktorych vyroba pod nazvom LEOZYM o aktivite 10000 °PM sa pripravuje.
Tento prepardt necbsahuje poktinesterdzu a ma velmi dobré vlastnosti pre
¢irenie ovocnych Stiav.

UceaemosaresnbeRuii HHCTATYT CHOMPTHBIX U KOHCEPBHBIX 3aBOJLOB
B bparuciaase

ITexTunopasgaranmie sN3HME 13 GepPMeHTAINLT ABACHIION KACIOTH
BrBoanr

ABTOpP B CTAThEe YRA3BIBAET HA MPOGIEMATIIKY BOBMOMKHOCTH HPOAYKUEN NEKTHHOPA3IA-
FajoliuX DH3UMOB N8 KOHCEPBMBIX ITeJeil 13 mpoiyRToB NHOAVRIUEI JIUMMOHHON KITCJIOTH
2 VIMEHHO TWPAMO UK TOMOIH WROJSIUI 113 ITTATeJIBION OCIIOBLI, RIK IPU TOMOIU M3BJIe-
YEHNA 13 rpubuulsl. OHR caMu paspafoTaln cIocod MPOon3BOACTEa MeKTHHODA3IArAI0IHUX
AH3UMOE HPH TIOMONTH HM30IATNH UPAMO M2 IMUTATEIRIION OCHOBBI, UPOJYKUHA KOTOPHIX
1o Hazravuem o1 EO3TIM axturioctbio 1 410.000 °PM nograroBsserca. ([AHHHI nperapaT
HE CHIEPHANT [[CKTHHBCTEPA2E M Yy HETo 0YeHb XOPOUlic RAUECTBA JJAd KIAPUQYUEATHN
QPYRTOBEIX COHOB,

Pectolytic enzymes from fermentation of citric acid
Summary

The author deals with the problems of pectolytic enzymes production for canning
from the products of citric acid manufacture directly by the isolation of the sub-
strate or by the extraction of the Mycellium. They elaborated themselves the
method of the production of pectolytic enzymes by the isolation directly from the
substrate. Their product named LEOZYM with activity of 10000 °PM is being pre-
pared. This product does not contains any pectin esterase and its qualities for the
clarification of the fruit juices are very good.
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