
Pektolytick6, enzfmy z fermentricie kyseliny citr6novej

St. KRE]VIAR,

Vfskumny ristav liehovarov a konzervdrni, Bratislava

Napriek tomu. Ze pektolytick6 enzymy patria medzi najstarsie technicky vv-
rAban6, ich vliroba sa neust6le intenzivne rozvija. upus a sa od mdlo aktiv-
nych prepar6tov a zadinaju sa vyr6baf ricinnei5ie, s aktivitou takmer desat-
n6sobne vySSou, pri prakticky nezmenenej cene. Hladajri sa st6le nov6, lac-
nejiie zdroje pektolytickych enzymov, zarudujuce dostatodne efektivnu v;'robu
enzymatickeho prepardtu.

velmi vyhodnfm zdrojom je ferment6cia kyseliny citr6novej na melasovom
substriite. VysokriL aktivita pektclytickfch enzymov sa tu closahuje vdaka
pritomnosti velkeho mnoZstva r6znych degradadnych produktov pektinu, ktolc
pdsobia v priebehu ferment6cie ako induktory biosynt6zy tychto enzj'mov.

Pektolytick6 enzymy patria podla klasifik6cie IUB do r6zn;,qlr skupin. hoci
ich fdinok sa v z6sade prejavuje rovnai<o. Glykanohydrciazy s deporymeri-
zujricim pdsobenim, ako endopolygalakturonaza a endopolymetylgalakturondza,
sp6sobujri predov5etkvm pokles viskozity Stavy v d6sledku hydrollrzy pektinlr
na oligosacharidy. Rovnako sa prejavujri aj pekt6tly6zy, pri pdsobeni ktorych
sa depolymerizacia dosiahne Stiepanim pektinu, pridom rrznikd. nenasyteny
derivdt kyseliny galaktur6novej s dvojitou vdzbou n-redzi 4. a 5. uhlikovym
at6mom. Prirastok nena,sytenych viizieb sa sleduje spektrofotometricky mera-
nim v UV oblasti spektra.

Sacharj.fikadne p6sobiace enzymy, ako exopolygakalturondza alebo analo-
gicky pOsobiace exopektatly{.zy, odStepujri od neredukujuceho konca z6klad.ne
stavebn6 jednotky pektinovej makromolekuly a stanovujri sa na z6klade pri-
rastku redukujucich skupin jodometricky.

Z technicl<6ho hladiska sr1 najddleZitejsie enzymy s depolymerizadnym irdin-
kom. r' d6sledku ktoreho doch6dza k zni2eniu viskozity pektolyzovanej sfavy.
umoZiujricemu rispe5n6 a ekonomick6 spracovanie. Je to predovietkym endo-
polygalakturonaza, atakujuca pektin znaine deesterifikovany a endopolymetyl-
galakturondza, p6sobiaca na pektin s norm6lnym stupnom ester-ifik6cie.

Synt6za pektolytickjch enzymov podas deviifdfiovej fermentacie, ktorej prie-
beh zndzoriruje obr, 1, je ovplyviovand predovsetkym fyziologickym stavom
pr:odukdn6ho myc6lia a aciditou fermentadn6ho substr6tu. Synteza pektol.ytic-
k1i'ch enzfmov, a to predovSetkym endopolygalakturon6zy, zatina sa v 3. dni
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Ierment6cie. ked uZ hodnota pH kles6 na 3,0. Potom je zvySovanie hladiny
pektolytickl'ch enzymov r,' substr6te ai, do konca ferment6cie konStantne.
V nryc6liu sa zadinajri hromadit enzymy ai, v 6. dni fermentdcie. Enzymatick;.
kon-rplex v myc6liu m6 o niedo odliSn6 zlolenie ako v substr6te. pretoZe sa
o niedo zvySuje podiel endopolymetylgalakturon6zy.
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O b r. 1. Priebeh biosynt6zy pektolytickfch enzfmov v priebehu ferment6cie kyselinl-
citr6novej. 1- pII; 2 - acidita substrdtu (ml 1N NaOH na 10 ml vzorky); :l --
koncentrAcia pelitolytickych enz;fmov v substrdte (j,iml);   - koncentr6cia pekto-

lytickfch enzymov v myc6liu (j/S).

Sledovanie aktivity pektolytickfch enzymov je spolahlivym indik6toron
fyziologick6ho stavu produkdn6ho mikroorganizmu, pretoZe akakolvek preko-
nand a prerasten6 kontamindcia bakteri6lna alebo fung6lna sa nepriaznivo
odr62a v poklese tvorby pektolytickych enzfmov. Maxim6lna aktirrita enzy-
mov zodpoved6 vZdy maxim6lnemu vytaZku kyseliny citr6novej

Ako zdroj pektolytick;.ich enzynov je moZne vyuZit tak myc6lium, ako aj
,.'yfermentovan-v melasovy su-bstr6,t. Mycelium sa n-tusi d6kladne rozomliet
:r extrahovat vodou, pridom sa ziska dost zriedeny. ale r-elativne cisty extrakt.
Aktivita pektilytick;fch enzymov je v extrakte asl pdtnAsobne niZSia ako vo
vyfermentovanom substrAte,, pretoTe myc6lium obsahuje iba 25 0,,'9 z celkovej
arktivity kultriry. Preto sme pri izol6cii volili tak6 izoladn6 postupy, zahfiaiuce
metodiky. technicky vyuZivan6 iba v poslednom dase - odsolovanie na io,ne-
xoch, adsorpcia bielkovin na g6iovit6 substancie s nasledujricou ehiciow enzf-
mu do zlomku p6vodn6ho objernu vhodnym pufrom. Tak;ito postup sm.e si
vypracovali na bttze kalciumfosf6tov6ho g61u po odstrS.neni i6nov ru5iacich
adsorpciu na 96I desalindciou na kol6nach s katexom v H+-cykle a anexom
v OH--cykle. Ehiciu sme robili pri vyuZiti zrrleny pH pomocou citrdtovych
pufrol', obsahuiricich na zlep5enie vsolovacieho (,,salting-in") efektu am6niov6
soli miner6lnych kyselin. Takto ziskan;i prepar6t je velmi dist;r, obsahuje iba
menSie mnoZstv6 inych hydrolytick;ich enzymov (glukoamyl6za, celul6za).

Nakolko enzymatick6 prepar6ty tohto typu u n5s nena5li doteraz pouZitie.
r'1,'pracovali sme pre potreby konzerv6renskeho priernyslu postup izol6cie pek-
tolytickfch enzymov priamo z vyfermentovan6ho substrdtu, zaloleny na ich
precipitdcii organickym rozpri5tadlom za chladu. pri sfdasnej pritomnosti vhod-
nej filtradnej hmoty - napr. kremeliny. PouZitie ukvapu a volba optimSlnych
tepelnych podmienok n6m umoZnili ziskat prepardty s aktivitou nad 10 000 "PNt
ekonomickl' velmi vyhodne.
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V pripade diernych fibez.Ii sa dosiahol najlepii vysledok. 50 minrit pektolyzy
pr-i -15-50'C postad{lo na z6sadnri zmenu mechanickych vlastnosti rozdrven6ho
ovocia, pridom vytaZok 51syy dosiahol urovefi beZnri pri inych druhoch ovocia

H r o z n o : Aplik6cia LEOZYMU pri pektolliz,e ht:ozna priniesla zv;'$enie
vj'lisnosti o 4-5 0,'b. Vino z modr6ho hrozna bolo farebne vfraznej5ie pri pek-
tolyzovanom ako pri kontrole. Velmi dl6leZit;fim faktorom, ktorv sme zistlli,
ie skrdtenie hlavn6ho kvasenia na polovidnST das, dalej podstatne lep5ie pre-
kvasenie a senzorickd kvalita vina. Nakolko neprecipitovala kyselina poly-
galaktur6novd, nezvy5ilo sa ani mnoZstvo kalovych l6tok po vydisteni vina
pred st6danim.

Perspektivne uvaZujeme o rozvinuti vy'roby vysokoaktivnych enzymatick;7ch
prepardtov pektolS.z v kombin6cii s inSimi enzymami pre progresivne techno-
logick6 postupy. Ide predov5etkym o doplnenie enzymatick6ho komplexu -
amyL{zott na pektolyzu Stiav z modernlrch lisov, pridom sa znadne zvy5uje
obsah Skrobu, ktory potom vyvol6va neZiaduce z|ka|y a zhor5uje technolo-
gickri ovl6datelnosf procesu pri vyrobe ovocnej Stavy.

Suhrn
V prispevku autor naznaduje problematiku moZnosti vyroby pektolytickych

enzymov pre konzerv6rensk6 i(ely z produktov vyroby kysel.iny citr6novej,
a to priamo izolSciou zo substrStu alebo extrakciou z myc6lia. Sami vypraco-
vali sp6sob vyroby pektolytick;lch enzyirrov izol6ciou priamo zo substrdtu.
ktorych v}i'roba pod n6zvom LEOZYM o aktivi.te 10 000 "PM sa pripravuje.
Tento prepar6t neobsahuje poktinester6zu a m6 velmi dobr6 vlastnosti pre
direnie ovocnych Stiav.

IzXccneAoeareJrbcnrdi rrHcrr'rrvr crrr4prHbrx r,r rioHcepBHbrx BaBoAoB
n Bparucnane

Ilenrrruop:ri;raraTolqrie tTI3ilNIbr rra Sept'tenratIlTI .rrllrroHrror-! rir{c"torLr

l1 r,reolrr

,\e'rop u crarbe yria3blBaer Ha npoS,lerrarrnty BoaMo?rilrocrr.r [polvH]llrrr n[]rirr.rJrollaaJra-
fanqrrx lH:lr.rlroB n"rrr rioucepBltr,rx rleJrer"l rr3 rrpol{yt{ToB IrIioAJrirluu Jrl4uoHnoii Hrrcirortr
a I,Ij!IeHIIO [prlrro nnrr no:r,roilllr r{?o".Isqr.rr{ rI:] rr4TaTPIbr{oii ucrroBbl, r4Jrr{ rpll noMorJ(Ir ilirBJIe-
rieHr{fi rra rpr.t6rru4ur. Onr.r carrr,r paapa6orarn cnoco6 rrpor,rBBoAcrRa flenrr{Hopaa]rararcr{urrx
9H3IIr{OP ilpII nOMOIITI,I I,13OJIfiq],tll IIpfIlio ]4? nu'rare.-rr.rtolt 0CHOBBI, [PO/IyHqIIfl I{OTOpbrx
riotr HasBatrucu.lltrOilllII aTirr,lBrrocrbro B i0.0Ll0 oPl[ nonlr"ron,.]Ir{erct{. ;Ianrrr,ui rrpetlflpar
He c4Aeprrtr,tr rrerirlrHacrepa:rbr r,i y Hero oqeHb xopoirrrro FialrecrBa;1ln H"rapr,r(xliarr4lr
$p1,ti'lonux ccuon.

Pectolytic enzymes from fermentation of citric acid

Summary
The author deals with the problems of pecto ytic enzymes production for canning

from the products of citric acid manufacture directly by the isolation of the sub-
slrate or by the extraction of the Myce1lium. They elaborated themselves the
inethod of the production of pectolytic enz),mes by the isolation directly from the
substrate. Their product named LEOZYM with activitS,- of 10 000 "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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