
Из вес т но, что пек то ли ти чес кие фер мен ты,
ка та ли зи ру ю щие де по ли ме ри за цию пек ти но вых
ве ществ пу тем эли ми ни ро ва ния -4,5-D-галак ту -
роната, так же как и по ли га лак ту ро на зы, рас щеп -
ля ю щие пек ти но вые ве щес т ва гид ро ли ти чес ким
пу тем, раз де ля ют ся по ха рак те ру раз ры ва -1,4-свя -
зей и суб с т рат ной спе ци фич нос ти [1]. Пек тат ли а -
зы осу щес т в ля ют не у по ря до чен ное рас щеп ле ние
свя зей пек ти но вых ве ществ в ре ак ции эли ми ни ро -
ва ния с об ра зо ва ни ем про дук тов с двой ной связью
меж ду 4-м и 5-м ато ма ми уг ле ро да. Про дук ты не -
гид ро ли ти чес ко го рас щеп ле ния пек ти но вых ве -
ществ об ла да ют вы ра жен ной уль тра фи о ле то вой
ад сор б ци ей при дли не вол ны 235 нм [2], а так же
дают цвет ную ре ак цию с ти о бар би ту ро вой кис ло -
той с мак си му мом пог ло ще ния при 550 нм [3].

Пек тат ли а зы син те зи ру ют ся раз лич ны ми
мик ро ор га низ ма ми; они яв ля ют ся глав ным па то -
ген ным фак то ром ово щей и фрук тов, по ра жен ных 
мяг кой гнилью [4—7]. Свой с т ва пек тат ли аз, син -
те зи ру е мых раз ны ми мик ро ор га низ ма ми, зна чи -
тель но раз ли ча ют ся по суб с т рат ной спе ци фич нос -
ти, оп ти маль ным ус ло ви ям дей с т вия, мо ле ку ляр -
ной мас се и др. [8,9]. 

Ис с ле до ва ни я ми ряда уче ных было по ка за -
но, что ли а зы пек то ли ти чес ко го дей с т вия (пек тин -
ли а за и пек тат ли а за) по- раз но му ре а ги ру ют на
ЭДТА и при сут с т вие ионов Са2+. Мно гие пек тин -
ли а зы не ин ги би ру ют ся ЭДТА и не ак ти ви ру ют ся
иона ми Ca2+, в то вре мя как пек тат ли а за под вер же -
на ука зан ным иги би ро ва нию ЭДТА и ак ти ва ции
[10—13]. От ме ча ет ся аб со лют ная не об хо ди мость
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Св ой с  т ва  пек т ат ли а з ,  син  те  зи р у е мых Bac illus subt il is  BN-135

Изу че ны го мо ген ные фрак ции пек то ли ти чес ких фер мен тов, син те зи ру е мых Ba cil -
lus subtilis BN-135, об ла да ю щие близ ки ми зна че ни я ми мо ле ку ляр ной мас сы и изо э -
лек т ри чес кой точ ки. Ис с ле до ва ние суб с т рат ной спе ци фич нос ти, ме ха низ ма дей с т -
вия на пек тин (по ха рак те ру раз ры ва свя зей — кон це вой или не у по ря до чен ный), ак -
ти ва ции иона ми Са2+ и ин ги би ро ва ния ЭДТА, а так же спо соб нос ти ма це ри ро вать
рас ти тель ные тка ни по ка за ло, что изу ча е мый ком п лекс пек то ли ти чес ких фер мен -
тов пред с тав лен дву мя изо фор ма ми эн до- пек тат ли а зы.

Клю че вые сло ва: изо фор ма, ма це ра ция рас ти тель ных тка ней, пек тат ли а за, Bacillus subtilis.

                                 
Бра во ва Га ли на Бо ри сов на, Ла ри на Лю бовь Ни ко ла ев на, Пет ро ва На та лья Ти хо но вна, Коз лов Игорь Ми хай ло вич.

Спи сок со кра ще ний: ВЭЖХ — вы со ко эф фек тив ная жидко ст ная хро ма тог ра фия; ДЭФ — диск-элек т ро фо рез; ИЭТ — изо э лек -
т ри че ская точ ка; ИЭФ — изо э лек т ро фо ку си ро ва ние; КЖ — ку ль ту ра ль ная жид кость; ОП — оп ти че ская плот ность; ПААГ
— по ли ак ри ла мид ный гель; ТБК — ти о бар би ту ро вая кис ло та; ЭДТА — эти лен ди а мин тет ра ук сус ная кис ло та; SDS — до -
де цилсу ль фат на трия.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



ионов каль ция, ко то рые при сут с т ву ют в струк ту -
ре фер мен та, для про яв ле ния ак тив нос ти пек тат -
ли аз [14]. Од на ко из вес т ны гриб ные пек тин ли а зы, 
ко то рые не ак тив ны в от сут с т вие ионов Ca2+ [15].

В ос нов ном бак те ри аль ные пек тат ли а зы,
как уже го во ри лось, осу щес т в ля ют не у по ря до чен -
ное рас щеп ле ние свя зей пек ти но вых ве ществ в
ходе ре ак ции эли ми ни ро ва ния. При их дей с т вии
вяз кость рас т во ров пек ти но вых суб с т ра тов быс т -
ро сни жа ет ся про пор ци о наль но чис лу раз ру шен -
ных гли ко зид ных свя зей. Од на ко ско рость умень -
ше ния вяз кос ти варь и ру ет в зна чи тель ных пре де -
лах для раз лич ных фер мен тов и даже для од но го и 
того же фер мен та при раз лич ных зна че ни ях тем пе -
ра ту ры и pH. Эти раз ли чия обус лов ле ны ре а ли за ци -
ей ме ха низ ма мно гок рат ной ата ки суб с т ра та фер -
мен том, ко то рый по до бен ме ха низ му дей с т вия эн -
до по ли га лак ту ро наз [14].

За ру беж ны ми и оте чес т вен ны ми уче ны ми
изу че ны мик ро ор га низ мы, син те зи ру ю щие раз -
лич ное ко ли чес т во изо форм пек тат ли аз с оди на ко -
вы ми свой с т ва ми, ха рак тер ны ми для этой груп пы
фер мен тов, но име ю щих раз лич ную мо ле ку ляр -
ную мас су, оп ти маль ные ус ло ви я ми дей с т вия (рН
и тем пе ра ту ра) и ами но кис лот ный сос тав [16—18].

Спе ци фи чес кой осо бен нос тью пек тат ли аз
яв ля ет ся их спо соб ность к ка та ли зу про цес сов ма -
це ра ции рас ти тель ных тка ней, ко то рые име ют
боль шое прак ти чес кое зна че ние при хра не нии и
пе ре ра ботке фрук тов и ово щей, по лу че ния лу бя -
ных во ло кон и от дель ных рас ти тель ных кле ток, в
свя зи с чем изу че нию ма це ра ции рас ти тель ных
тка ней пос вя ще но мно го ис с ле до ва ний [19—21]. 

Целью нас то я щей ра бо ты было изу че ние
свойств пек то ли ти чес ких фер мен тов, про ду ци ру е -
мых B. subtilis ВN-135, вы де лен ных из куль ту раль -
ной жид кос ти (КЖ) про ду цен та и очи щен ных до
го мо ген но го сос то я ния, для их даль ней шей иден -
ти фи ка ции в со от вет с т вии с дей с т ву ю щей но мен к -
ла ту рой фер мен тов. При изу че нии ме ха низ ма дей -
с т вия го мо ген ных фрак ций фер мен тов ос нов ное
вни ма ние было уде ле но суб с т рат ной спе ци фич -
нос ти, ме ха низ му дей с т вия фер мен тов на пек тин
по ха рак те ру раз ры ва свя зей (кон це вой или не у по -
ря до чен ный), ак ти ва ции или ин ги би ро ва нию спе -
ци фи чес ки ми ре а ген та ми и иона ми каль ция, и
спо соб нос ти ка та ли зи ро вать про цес сы ма це ра -
ции рас ти тель ных тка ней. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Для по лу че ния го мо ген ных форм пек тат ли а -
зы ис поль зо ва ли спир то о саж ден ный пре па рат пек -
тат ли а зы, по лу чен ный в ре зуль та те очис т ки КЖ

про ду цен та B. subtilis BN-135, вы ра щен но го глу -
бин ным спо со бом на пи та тель ной сре де, со дер жа -
щей гид ро ли зат ржа ной муки (А ООТ «Мель ком -
би нат в Со коль ни ках»), ку ку руз ный эк с тракт (Еф -
ре мов с кий за вод глю ко зы) и не ор га ни чес кие соли
(«Хим мед», Рос сия), по сле ду ю щей схе ме:

— от де ле ние би о мас сы цен т ри фу ги ро ва ни -
ем при 9500 g, тем пе ра ту ре 5° в те че ние 30 мин;

— пред ва ри тель ная очис т ка цен т ри фу га та
КЖ пу тем мик ро филь т ра ции че рез мем б ра ну МФЦ
(«Вла ди пор», Рос сия) с раз ме ром пор 0,6 мкм и
пос ле ду ю ще го уль тра кон цен т ри ро ва ния (в 10 раз)
с по мощью мем б ра ны УПМ-50 («Вла ди пор») на
мик ро филь т ра ци он ной ус та нов ке пе ри о ди чес ко -
го дей с т вия «Аmicon» (Гол лан дия) (объ ем ячей ки
2500 см3, по вер х ность филь т ра ции 0,018 м2, ра бо -
чее дав ле ние 0,2—0,3 МПа) при тем пе ра ту ре
18—20° и ес тес т вен ном зна че нии рН;

— осаж де ние пек тат ли а зы из кон цен т ра та
дву мя объ е ма ми эти ло во го спир та при рН 6,5—6,7
и тем пе ра ту ре 10°;

— суш ка пре па ра та на ли о филь ной ус та нов -
ке «Charst-2» при тем пе ра ту ре 23—27°.

По лу чен ный пре па рат ис поль зо ва ли для
пос ле ду ю щей очис т ки пек тат ли а зы по сле ду ю -
щей схе ме:

— при го тов ле ние 10%-но го рас т во ра пре па -
ра та в 0,05 М фос фат ном бу фе ре, рН 6,4;

— от де ле ние не рас т во ри мо го осад ка цен т ри -
фу ги ро ва ни ем при 9500g, тем пе ра ту ре 5° в те че -
ние 30 мин;

— обес со ли ва ние фер мен т но го рас т во ра ме -
то дом гель - филь т ра ции на ко лон ке (3,540,0 см)
се фа декса G-25 (Pharmacia, Шве ция), урав но ве -
шен но го 0,005 М фос фат ным бу фе ром, pH 6,4, с
до бав ле ни ем 10–2 М аце та та каль ция. Элю цию
фер мен тов с ко лон ки осу щес т в ля ли тем же бу фе -
ром. На ли чие со лей в фер мен т ном рас т во ре про ве -
ря ли с ис поль зо ва ни ем ка чес т вен ных ре ак ций на
ионы Cl– с AgNO3 и ионы SO4

2с BaCl2;
— очис т ка пек тат ли а зы от со пут с т ву ю щих

фер мен тов, инер т ных бел ков и низ ко мо ле ку ляр ных
ве ществ ме то дом ионо об мен ной хро ма тог ра фии на
ко лон ке кар бок си ме тил цел лю ло зы КМ-52 (What -
man, Ан г лия) в 0,005 М фос фат ном бу фе ре, рН 6,4. 

Ко лон ку (2,545,0 см) про мы ва ли тем же бу -
фе ром до ис чез но ве ния пог ло ще ния при  280 нм;
элю цию про во ди ли гра ди ен том хло рис то го нат рия
от 0 до 1 М в 0,005 М фос фат ном бу фе ре, рН 7,8.
В каж дой фрак ции элю а та, со от вет с т ву ю щей бел -
ко во му пику, оп ре де ля ли ак тив ность пек тат ли а -
зы и со дер жа ние бел ка (спек т ро фо то мет ри чес ки
при  280 нм);
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— кон цен т ри ро ва ние ак тив ной фрак ции
пек тат ли а зы в 3 раза с по мощью уль тра филь т ра -
ции че рез мем б ра ну УПМ-20 («Вла ди пор») при
рН 7,5 на мик ро филь т ра ци он ной ус та нов ке «Аmi -
con»), объ ем ячей ки — 180 см3, по вер х ность филь -
т ра ции — 0,0031 м2;

— фрак ци о ни ро ва ние фер мен т ных бел ков
ме то дом гель - филь т ра ции на ко лон ке (1,5100 см) 
че рез се фа декс G-100 (Pharmacia), урав но ве шен -
ный 0,005 М фос фат ным бу фе ром, рН 7,0. Рас т вор 
кон цен т ри ро ван ной фрак ции пек тат ли а зы, со дер -
жа щий 20 мг/см3 бел ка, в ко ли чес т ве 15 см3 на но -
си ли на гель и про мы ва ли ис ход ным бу фер ным
рас т во ром;

— кон цен т ри ро ва ние ак тив ных фрак ций
пек тат ли а зы в 5 раз с по мощью уль тра филь т ра ции 
че рез мем б ра ну УПМ-20 («Вла ди пор») при рН 7,0
на мик ро филь т ра ци он ной ус та нов ке «Аmicon»,
объ ем ячей ки — 350 см3, по вер х ность филь т ра -
ции — 0,0060 м2;

— по лу че ние ли о филь но вы су шен ных фрак -
ций пек тат ли а зы I и пек тат ли а зы II. 

Го мо ген ность по лу чен ных пре па ра тов пек -
тат ли а зы про ве ря ли с по мощью вы со ко эф фек тив -
ной ионо об мен ной жид кос т ной хро ма тог ра фии
(ВЭЖХ), изо э лек т ро фо ку си ро ва ния (ИЭФ) и ме -
то дом дис к -э лек т ро фо ре за в по ли ак ри ла мид ном
ге ле (ДЭФ в ПА АГ). ВЭЖХ про во ди ли на при бо -
ре FPLC (Pharmacia) с ис поль зо ва ни ем ко лон ки
моно S, урав но ве шен ной 0,05 М нат рий -а це тат -
ным бу фе ром, рН 5,5. Рас т вор пре па ра та вно си ли
в том же бу фе ре. Элю цию осу щес т в ля ли нат рий -а -
це тат ным бу фе ром с ли ней но воз рас та ю щей от 0
до 1 М кон цен т ра ци ей NaCl. Вы ход бел ка ре гис т -
ри ро ва ли по пог ло ще нию при дли не вол ны 280 нм 
с по мощью уль тра фи о ле то во го аб сор ци о мет ра

«Uvicord» (LKB, Шве ция).
ИЭФ про во ди ли на ус та нов ке фир мы LKB

при за пол не нии ко лон ки в со от вет с т вии с ин с -
трук ци ей фир мы. На ко лон ку на но си ли 5 мг бел -
ка. В эк с пе ри мен те при ме ня ли ам фо ли ны с гра ди -
ен том pH 3—10 и 8—10. Раз де ле ние осу щес т в ля -
ли при тем пе ра ту ре 4—5°, силе тока 8,0—8,5 мА и 
нап ря же нии 350—400 В в те че ние 48 ч. По окон ча -
нии фо ку си ро ва ния фрак ции по 2 см3 со би ра ли и
в них оп ре де ля ли pH, со дер жа ние бел ка и пос ле
ди а ли за — ак тив ность пек тат ли а зы.

Элек т ро фо рез в ПААГ про во ди ли на ус та -
нов ке фир мы Reanal (Вен г рия) сог лас но ин с трук -
ции про из во ди те ля. Для элек т ро фо ре за в кис лой
зоне (рН 4,3, кон цен т ра ция геля 12%) ис поль зо ва -
ли элек т род ный бу фер, рН 4,5, а в ще лоч ной (рН
8,9, кон цен т ра ция геля 7%) — трис - г ли ци но вый
бу фер, рН 8,3.

Мо ле ку ляр ную мас су го мо ген ных фрак ций
пек тат ли аз оп ре де ля ли ме то дом гель - филь т ра ции
и ме то дом ДЭФ в ПААГ. Гель - филь т ра цию пре па -
ра тов осу щес т в ля ли на хро ма тог ра фе FPLC (Phar -
macia) на ко лон ке Superose 12 HR 10/30, урав но ве -
шен ной 0,05 М трис-HCl-буфером, pH 7,0, со дер -
жа щим 0,4 М КСl. Мо ле ку ляр ную мас су оп ре де ля ли 
с по мощью ДЭФ в 10%-ном  ПААГ в де на ту ри ру ю -
щих ус ло ви ях с 0,1%-ным SDS на при бо ре фир мы
(Reanal). В ка чес т ве бел ков - мар ке ров ис поль зо ва -
ли ри бо нук ле а зу (13,7 кДа, Pharmacia, Шве ция),
хи мот рип син (25,0 кДа, Pharmacia), пеп син (35,0 кДа,
Sigma), оваль бу мин (43,0 кДа, Phar macia), аль бу мин 
бы чий сы во ро точ ный (67,0 кДа, Phar macia). 

Спе ци фич ность фер мен тов изу ча ли по их
дей с т вию на пек ти ны раз лич ной при ро ды с раз -
ной сте пенью эте ри фи ка ции, а так же на по ли га -
лак ту ро но вую кис ло ту. В эк с пе ри мен тах были ис -
поль зо ва ны сле ду ю щие суб с т ра ты: пек тин свек ло -
вич ный (РФ, ОСТ 1862-72), сте пень эте ри фи ка -
ции 26 и 35%; пек тин яб лоч ный (Fluka, Гер ма ния), 
сте пень эте ри фи ка ции 70—75%; пек тин цит ру со -
вый (Sigma), сте пень эте ри фи ка ции 20—24%; пек -
тин цит ру со вый (Fluka), сте пень эте ри фи ка ции
63—66%; по ли га лак ту ро но вая кис ло та (Fluka),
сте пень эте ри фи ка ции 0%. 

При изу че нии вли я ния спе ци фи чес ких ак ти -
ва то ра и ин ги би то ра на ак тив ность пек тат ли а зы в
ка чес т ве ин ги би то ра фер мен та тив ной ак тив нос ти 
ис поль зо ва ли ком п лек со об ра зу ю щий агент ЭДТА,
а в ка чес т ве ак ти ва то ра — ионы Са2+ (CaCl2, «Хим -
мед»); рас т во ры ин ку би ро ва ли в те че ние 1 ч при
ком нат ной тем пе ра ту ре. Кон цен т ра ция фер мен та
в ре ак ци он ной сме си сос тав ля ла 110–3 мг/см3,
ЭДТА — 510–3 М, и Са2+ — 110–2 М. 

Ме ха низм дей с т вия пек тат ли а зы на пек тин
изу ча ли по ха рак те ру раз ры ва свя зей (кон це вой
или не у по ря до чен ный). Эк зо- тип ре ак ции эли ми -
ни ро ва ния пек ти на (кон це вой) оп ре де ля ли по уве -
ли че нию ко ли чес т ва вос с та нав ли ва ю щих аль де -
гид ных групп, эн до- тип ре ак ции — по сни же нию
вяз кос ти рас т во ра пек ти на. Оп ре де ле ние эк зо по -
ли га лак ту ро наз ной ак тив нос ти было так же ос но ва -
но на уче те ко ли чес т ва про гид ро ли зо ван ных свя -
зей по уве ли че нию ко неч ных аль де гид ных групп. 

Для де тек ции эк зо- ме ха низ ма ре ак ции пос -
ле гид ро ли за 1%-но го рас т во ра пек то вой кис ло ты
фер мен т ным рас т во ром (0,2%) к ре ак ци он ной сме си
до бав ля ли 0,1 н. рас т вор иода и пос ле вы дер жи ва -
ния от тит ро вы ва ли из бы ток иода 0,05 н. рас т во ром 
сер но ва тис то кис ло го нат рия в при сут с т вии крах -
ма ла. За еди ни цу эк зо по ли га лак ту ро наз ной ак тив -
нос ти при ня то ко ли чес т во фер мен та, ко то рое в ус -
ло ви ях оп ре де ле ния при 30° ка та ли зи ру ет гид ро -
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лиз 1 мк-экв. гли ко зид ных свя зей в мо ле ку ле пек -
то вой кис ло ты за 1 мин.

Для де тек ции экзо- ме ха низ ма сни же ние вяз -
кос ти 1%-но го рас т во ра свек ло вич но го пек ти на
со сте пенью эте ри фи ка ции 35% под дей с т ви ем
фер мен тов изу ча ли с ис поль зо ва ни ем вис ко зи мет -
ра Ос т валь да с ди а мет ром ка пил ля ра 0,82 мм при
рН 8,4, тем пе ра ту ре 30° и кон цен т ра ции фер мен та 
в ре ак ци он ной сме си 0,04%.

Не на сы щен ные про дук ты эли ми ни ро ва ния
пек ти на ана ли зи ро ва ли с по мощью ВЭЖХ. В ка -
чес т ве кон т ро ля ис поль зо ва ли ис ход ный рас т вор
пек ти на и рас т вор га лак ту ро но вой кис ло ты
(Sigma) — мо но ме ра по ли га лак ту ро но вой кис ло -
ты — в кон цен т ра ции 3 мг/см3. Ана лиз про во ди ли 
с ис поль зо ва ни ем хро ма тог ра фи чес кой сис те мы
Waters (США), вклю ча ю щей на сос мо де ли 501,
уль тра фи о ле то вый де тек тор мо де ли 481 и ко лон -
ку TSK Gel (Япо ния) раз ме ром 2504,6 мм. Для
элю ции ис поль зо ва ли 0,15 М рас т вор NaCl; ско -
рость по да чи элю ен та сос тав ля ла 1,0 см3/мин; де -
тек цию про во ди ли при дли не вол ны 235 нм. Объ ем
на но си мой на ко лон ку про бы сос тав лял 20 мкл.
Хро ма тог ра фию осу щес т в ля ли при ком нат ной
тем пе ра ту ре; хро ма тог рам мы ре гис т ри ро ва ли с
по мощью са мо пис ца Knop&Zonen BD 41.

Ак тив ность пек тат ли а зы оп ре де ля ли с по -
мощью ме то да, ос но ван но го на пря мом спек т ро -
фо то мет ри чес ком оп ре де ле нии не на сы щен ных
про дук тов эли ми ни ро ва ния свек ло вич но го пек ти на,
име ю щих мак си маль ную оп ти чес кую плот ность
при дли не вол ны 235 нм [2]. За еди ни цу ак тив нос -
ти при ня то та кое ко ли чес т во фер мен та, ко то рое за 
1 мин при 40° и pH 8,4 вы зы ва ет об ра зо ва ние не на -
сы щен ных про дук тов дег ра да ции пек ти на, уве ли -
чи ва ю щих оп ти чес кую плот ность ре ак ци он ной
сме си в ис поль зо ван ных ус ло ви ях на 0,1 в мин.

Ак тив ность пек тат ли а зы оп ре де ля ли так -
же по ко ли чес т ву ок ра шен ных хро мо ге нов, об ра -
зу ю щих ся при ре ак ции про дук тов рас щеп ле ния
пек ти на с ти о бар би ту ро вой кис ло той (ТБК) («Ре -
а хим», Рос сия). Ко ли чес т во хро мо ге нов оп ре де -
ля ли спек т ро фо то мет ри ро ва ни ем при дли не вол -
ны 550 нм [22].

В ре ак ци он ной сме си при оп ре де ле нии ак -
тив нос ти пек тат ли а зы всег да при сут с т во ва ли
ионы Са2+ (за ис к лю че ни ем опы тов по вли я нию ак -
ти ва то ра и ин ги би то ра и оп ре де ле нию эк зо- и эн до-
 ти па ре ак ции). 

Про цесс ма це ра ции рас ти тель ных тка ней
яб ло ка под дей с т ви ем изо форм пек тат ли а зы B. sub -
tilis BN-135 изу ча ли пу тем мик рос ко пи ро ва ния
сре зов рас ти тель ной тка ни тол щи ной 0,25—0,5 мм,
ко то рые по ме ща ли на пред мет ное стек ло с лун -

кой. В кон т роль ную про бу до бав ля ли 0,5 см3 дис -
тил ли ро ван ной воды, а в опыт ные про бы — рас т во -
ры фер мен т ных пре па ра тов. Про бы зак ры ва ли
пред мет ным стек лом, по ме ща ли в тер мос тат при
тем пе ра ту ре  40° и вы дер жи ва ли в те че ние 4 ч. По 
окон ча нии про цес са воду и рас т вор фер мен та уда -
ля ли и про во ди ли мик рос ко пи ро ва ние об раз ца при 
уве ли че нии 12,5Тон кие сре зы рас ти тель ной
тка ни по лу ча ли с по мощью сан но го мик ро то ма. 

Спо соб ность пек тат ли а зы ма це ри ро вать
тка ни лу бо во лок нис тых куль тур оп ре де ля ли пу -
тем вы ма чи ва ния льна в ла бо ра тор ных ус ло ви ях
при кон цен т ра ции фер мен та 0,1% от су хой мас сы
лу бя но го сырья и тем пе ра ту ре 40° в те че ние 54 ч.
Для кон т ро ля про цес са че рез каж дые 12 ч на пер -
вом эта пе и че рез 4—6 ч на за вер ша ю щей ста дии
стебли льна вы ни ма ли из ем кос ти и ви зу аль но оп -
ре де ля ли сте пень их ма це ра ции, т.е. лег кость от де -
ле ния пуч ков во ло кон от ок ру жа ю щих тка ней.
Мик ро фо тог ра фии тка ней льна по лу че ны че рез
8 ч и че рез 54 ч от на ча ла про цес са ма це ра ции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При ионо об мен ной хро ма тог ра фии на кар -
бок си ме тил цел лю ло зе КМ-52 обес со лен но го рас т -
во ра пре па ра та был по лу чен не сим мет рич ный
пик, об ла да ю щий ак тив нос тью пек тат ли а зы, что
сви де тель с т во ва ло о не го мо ген нос ти фрак ции
фер мен та.

В свя зи с этим про во ди ли даль ней шую очис т -
ку и раз де ле ние фрак ций пек тат ли а зы ме то дом
гель - филь т ра ции че рез се фа декс G-100, в ре зуль та -
те ко то рой наб лю да ли два сим мет рич ных пи ка, со -
дер жа щих бел ко вые фрак ции с пек тат ли аз ной ак -
тив нос тью (рис. 1). Для ис с ле до ва ния ме ха низ ма
дей с т вия пек тат ли аз эти фрак ции были скон цен т -
ри ро ва ны, ли о филь но вы су ше ны, и про дук ты
были мар ки ро ва ны как пре па ра ты пек тат ли а за I и
пек тат ли а за II, по лу чен ные со от вет с т вен но из
фрак ций I и II. 

С ис поль зо ва ни ем ме то дов ВЭЖХ, ДЭФ в
ПААГ и ИЭФ была оп ре де ле на сте пень чис то ты
фер мен т ных бел ков пре па ра тов пек тат ли а зы и ус -
та нов ле на их од но род ность. В час т нос ти, в ре зуль -
та те ВЭЖХ каж до го пре па ра та были по лу че ны со -
от вет с т ву ю щие сим мет рич ные бел ко вые пики с
рав но мер ным рас п ре де ле ни ем удель ной ак тив нос ти
пек тат ли а зы (дан ные не при ве де ны).

ИЭФ по лу чен ных вы со ко о чи щен ных пре па -
ра тов пек тат ли а зы, про ве ден ное при пред ва ри -
тель ном ис с ле до ва нии в гра ди ен те рН 3—10, а за -
тем в бо лее уз кой зоне рН 8,0—10,0, по ка за л, что
каж дый пре па рат со дер жит толь ко один бе лок. Оп -
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ре де ле ние изо э лек т ри чес кой точ ки (ИЭТ) очи щен -
ных фер мен тов вы я ви ло, что они яв ля ют ся ос нов -
ны ми бел ка ми с близ ки ми зна че ни я ми ИЭТ: пек -
тат ли а за I име ет ИЭТ 8,4, а пек тат ли а за II — 9,8. 

ДЭФ в ПААГ вы со ко о чи щен ных пре па ра -
тов в ще лоч ной и кис лой сис те мах по ка зал, что
при рН геля 8,9 (элек т род ный бу фер с рН 8,3) весь
бе лок ко а гу ли ру ет и ос та ет ся на стар те. Это яв ля -
ет ся ре зуль та том того, что ИЭТ пек тат ли аз на хо -
дит ся в зоне рН 8,0—10,0. При про ве де нии элек т -
ро фо ре за в кис лой зоне при рН геля 4,3 вид но, что
пре па ра ты го мо ген ны и бе лок вы яв ля ется в виде
од ной по ло сы (дан ные не при ве де ны). 

Мо ле ку ляр ная мас са пек тат ли а зы I и пек тат -
ли а зы II, оп ре де лен ная ме то дом гель - филь т ра ции
в при сут с т вии бел ков - мар ке ров, рав на 48000 Да и
41000 Да, со от вет с т вен но. Мо ле ку ляр ная мас са,
оп ре де лен ная ме то дом ДЭФ в ПААГ, у пек тат ли а -
зы I сос та ви ла 48800 Да, а у пек тат ли а зы II —
42500 Да. По лу чен ные ре зуль та ты по ка за ли, что
оба фер мен та име ют близ кие зна че ния мо ле ку ляр -
ной мас сы и изо э лек т ри чес кой точ ки. 

Та ким об ра зом, ре зуль та ты оп ре де ле ния сте -
пе ни чис то ты изу ча е мых фер мен т ных бел ков с ис -
поль зо ва ни ем раз ли чных ме то дов в со во куп нос ти 
мо гут сви де тель с т во вать об од но род нос ти вы де -
лен ных фрак ций пек тат ли а зы, что дало воз мож -
ность пе рей ти к изу че нию свойств пек тат ли аз,
син те зи ру е мых B. subtilis BN-135.

Как из вес т но, пек тат ли а зы и пек тин ли а зы
рас щеп ля ют -1-4 гли ко зид ные свя зи при С4 и

уда ля ют атом Н у С5, об ра зуя 4,5-ненасыщен ный 
га лак ту ро нид с мак си му мом пог ло ще ния при 
235 нм [2]. Были изу че ны уль тра фи о ле то вые спек -
т ры в об лас ти 200—300 нм про дук тов эли ми ни ро -
ва ния пек ти на, об ра зу ю щих ся под дей с т ви ем ис с -
ле ду е мых фер мен тов. По ка за но, что мак си му м их
пог ло ще ния как при ис поль зо ва нии пек тат ли а зы I
(рис. 2), так и пек тат ли а зы II (рис. 3) наб лю дает ся
при дли не вол ны 235 нм. Из вес т но, что не на сы -
щен ные про дук ты рас щеп ле ния пек ти на под дей с -
т ви ем пек то ли ти чес ких фер мен тов ли аз но го дей с -
т вия об ра зу ют с ТБК ок ра шен ные хро мо ге ны, име -
ю щие мак си мум пог ло ще ния при 550 нм [3]. В свя -
зи с этим было про ве де но оп ре де ле ние про дук тов
фер мен та тив ной ре ак ции с ис поль зо ва ни ем ТБК.
По лу чен ные спек т ры в об лас ти 500—570 нм по ка -
за ли, что обе фрак ции пек тат лиаз обус лов ли ва ют
об ра зо ва ние ве ществ, име ю щих мак си мум пог ло -
ще ния при  550 (см. рис. 2, 3). 

По лу чен ные дан ные под т вер ж да ют пред по -
ло же ние, что син те зи ру е мые про ду цен том фер -
мен ты при ре ак ции с пек ти ном об ра зу ют 4,5-не -
насыщенные га лак ту ро ни ды и, сле до ва тель но, яв -
ля ют ся фер мен та ми ли аз но го дей с т вия.

В со от вет с т вии с клас си фи ка ци ей фер мен -
тов суб с т рат ная спе ци фич ность пек тат ли аз зак лю -
ча ет ся в том, что они бо лее ак тив но ата ку ют по ли -
га лак ту ро но вую кис ло ту и пек ти ны с низ кой сте -
пенью ме ток си ли ро ва ния, в то вре мя как пек тин -
ли а зы, на о бо рот, с боль шей ско рос тью раз ру ша ют 
пек ти ны с вы со кой сте пенью ме ток си ли ро ва ния и 
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Рис. 1. Гель - филь т ра ция пек тат ли а зы на ко лон ке се фа дек са G-100: 1 — ак тив ность пек тат ли а зы, ед/см3104; 2 —
ОП280; I и II — но ме ра пиков



прак ти чес ки не дей с т ву ют на по ли га лак ту ро но -
вую кис ло ту.

Для вы яс не ния при над леж нос ти двух вы де -
лен ных вы со ко о чи щен ных фер мен тов к тому или
дру го му типу лиаз на ос но ва нии их суб с т рат ной
спе ци фич нос ти было ис с ле до ва но их дей с т вие на
по ли га лак ту ро но вую кис ло ту и пек ти ны с раз лич -
ной сте пенью ме ток си ли ро ва ния. По лу чен ные
дан ные поз во ля ют зак лю чить, что пек тат ли а зы I и 
II ка та ли зи ру ют тран сэ ли ми ни ро ва ние низ ко ме -

ток си ли ро ван но го пек ти на ак тив нее, чем по ли га -
лак ту ро но вой кис ло ты, и ме нее эф фек тив но, чем
вы со ко ме ток си ли ро ван ных пек ти нов (табл. 1). Пек -
тат ли а за I про яв ля ет нес коль ко боль шую ак тив -
ность, чем пек тат ли а за II, при дей с т вии на вы со ко -
ме ток си ли ро ван ные пек ти ны. 

Ины ми сло ва ми, ис с ле ду е мые фер мен ты
про яв ля ют мак си маль ную ак тив ность при ис поль -
зо ва нии в ка чес т ве суб с т ра та низ ко ме ток си ли ро -
ван ных пек ти нов и по ли га лак ту ро но вой кис ло ты.
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Рис. 2. Ана лиз про дук тов тран сэ ли ми ни ро ва ния пек ти на при дей с т вии пек тат ли а зы I: а — спек т ро фо то мет рия при дли -
не волн 200—300 нм; б — ОП хро мо ге нов в ре зуль та те вза и мо дей с т вия с ТБК при дли не волн 500—570 нм

Рис. 3. Ана лиз про дук тов тран сэ ли ми ни ро ва ния пек ти на при дей с т вии пек тат ли а зы II: а — спек т ро фо то мет рия при дли -
не волн 200—300 нм; б — ОП хро мо ге нов в ре зуль та те вза и мо дей с т вия с ТБК при дли не волн 500—570 нм



Ис с ле до ва ли вли я ние спе ци фи чес ких ин ги -
би то ра (ЭДТА) и ак ти ва то ра (ионов Са2+) на ак тив -
ность вы со ко о чи щен ных пре па ра тов пек тат ли а зы 
I и II (табл. 2). 

По лу чен ные дан ные сви де тель с т ву ют о том,
что оба фер мен та оди на ко во ре а ги ру ют на при сут -
с т вие спе ци фи чес ких ин ги би то ра и ак ти ва то ра,
что в со во куп нос ти с дан ны ми по суб с т рат ной спе -
ци фич нос ти под т вер ж да ет пред по ло же ние о при -
над леж нос ти фер мен тов, син те зи ру е мых B. sub -
tilis BN-135, к пек тат ли а зам.

В со от вет с т вии с ли те ра тур ны ми дан ны ми,
пек тат ли а зы осу щес т в ля ют не у по ря до чен ное рас -
щеп ле ние свя зей пек ти но вых ве ществ, т.е. ре ак -
ция эли ми ни ро ва ния осу щес т в ля ет ся по эн до- ти -
пу. При дей с т вии пек тат ли аз на пек тин вяз кость
рас т во ров пек ти но вых суб с т ра тов быс т ро сни жа -
ет ся про пор ци о наль но чис лу раз ру шен ных гли ко -
зид ных свя зей. 

С ис поль зо ва ни ем вис ко зи мет ри чес ко го ме -
то да было изу че но дей с т вие пек тат ли а зы I и пек -
тат ли а зы II на свек ло вич ный пек тин со сте пенью
эте ри фи ка ции 35% (рис. 4). Как сле ду ет из по лу -
чен ных дан ных, обе пек тат ли а зы ак тив но раз жи -
жа ют свек ло вич ный пек тин; при этом пек тат ли а за 
II об ла да ет бо лее вы со кой спо соб нос тью к сни же -
нию вяз кос ти пек ти на.

Из вес т но, что при ре ак ции эк зо- ти па с учас -
ти ем пек то ли ти чес ких фер мен тов воз дей с т вию
под вер га ют ся кон це вые -1,4-связи по ли га лак ту -
ро на та на чи ная от не ре ду ци ру ю ще го кон ца по ли -
мер ной цепи. При этом ос во бож да ют ся аль де гид -
ные груп пы, ко то рые мож но оп ре де лить ме то дом
иодо мет ри чес ко го тит ро ва ния. Оп ре де ле ние аль -
де гид ных групп в про дук тах ре ак ции тран сэ ли ми -
ни ро ва ния пек ти на под дей с т ви ем пек тат ли а зы I и 
пек тат ли а зы II по ка за ло их пол ное от сут с т вие
(дан ные не при ве де ны).

36 Биотехнология, 2015, № 3

 БРА ВО ВА и др.

Та б ли  ца  1

Вли я ние сте пе ни ме ток си ли ро ва ния пек ти но вых ве ществ на ак тив ность вы со ко о чи щен ных
пре па ра тов пек тат ли а зы

Суб ст рат Сте пень ме ток си ли ро ва ния
пек ти но вых ве ществ, %

Ак тив ность, % от ак тив но сти
в от но ше нии свек ло вич но го пек ти на

Пек тат ли а за I Пек тат ли а за II

По ли га лак ту ро но вая кис ло та 0 71,9 75,5

Пек тин свек ло вич ный 35 100 100,0

Пек тин свек ло вич ный 26 96,9 99,2 

Пек тин цит ру со вый 20—24 86,8 78,0

Пек тин яб лоч ный 70—75 15,6 5,8

Пек тин цит ру со вый 63—66 29,3 10,0

Та б ли  ца  2

Вли я ние ЭДТА и ионов ка ль ция на ак тив ность вы со ко о чи щен ных пре па ра тов пек тат ли а зы

Пре па рат

Ак тив ность пек тат ли а зы

ис ход ная, ед/г
в при сут ст вии 510–3 ЭД ТА в при сут ст вии 10–2 М Са2+

ед/г Ин ги би ро ва ние, % ед/г Ак ти ва ция, %

Пек тат ли а за I 99860±3455 12745±445 87,2 111960±3677 112,0

Пек тат ли а за II 150200±3055 4055±132 97,3 172745±3043 115,0



Эн до- де по ли ме раз ный тип дей с т вия пек тат -
ли а зы I и пек тат ли а зы II был под т вер ж ден так же
ана ли зом не на сы щен ных про дук тов эли ми ни ро ва -
ния пек ти на ме то дом ВЭЖХ с де тек ци ей при 
235 нм (рис. 5). Хро ма тог рам ма ис ход но го пек ти -
на (см. рис. 5, б) по ка за ла при сут с т вие про дук тов
рас па да пек ти на с не на сы щен ны ми свя зя ми, об ра -
зо вав ших ся в ще лоч ной сре де бу фе ра, рН 8,4, в
том чис ле на ли чие нез на чи тель но го ко ли чес т ва га -
лак ту ро но вой кис ло ты со вре ме нем удер жи ва ния
3,3 мин (пик Гк, см. рис. 5, а, б).

В про цес се тран сэ ли ми ни ро ва ния пек ти на
под дей с т ви ем обе их пек тат ли аз по ми мо оли го га -
лак ту ро ни дов с не на сы щен ны ми свя зя ми, при -
сут с т ву ю щих в ис ход ном пек ти не, наб лю да лось
об ра зо ва ние оли го га лак ту ро ни дов как низ ко мо -
ле ку ляр ных, так и с бо лее вы со кой мо ле ку ляр ной 
мас сой.

При этом ко ли чес т во га лак ту ро но вой кис ло -
ты в ис ход ном пек ти не и в про цес се ре ак ции ос та -
ва лось не из мен ным не за ви си мо от про дол жи тель -
нос ти фер мен то ли за (пик Гк, см. рис. 5, б, в, г). 

Хро ма тог рам мы про дук тов ре ак ции при
дей с т вии пек тат ли а зы I и пек тат ли а зы II че рез
30 мин и 3,0 ч по ка за ли ана ло гич ный на бор оли го -
ме ров, но от ли ча лись рос том их кон цен т ра ции с
уве ли че ни ем про дол жи тель нос ти про цес са (см.
рис. 5, в и г).

Мож но так же от ме тить, что с уве ли че ни ем
вре ме ни ре ак ции при ис поль зо ва нии обе их пек тат -
ли аз наб лю да лось по вы ше ни е содержания низ ко -
мо ле ку ляр ных оли го ме ров. Это, ве ро ят но, свя за -

но с ме ха низ мом мно гок рат ной ата ки суб с т ра та
фер мен том, по доб ным ме ха низ му дей с т вия эн до -
по ли га лак ту ро наз. При этом сна ча ла от щеп ля ют -
ся круп ные оли го мер ные звенья, ко то рые при уве -
ли че нии вре ме ни про те ка ния ре ак ции так же под -
вер га ют ся дег ра да ции с об ра зо ва ни ем бо лее низ -
ко мо ле ку ляр ных га лак ту ро ни дов. 

По лу чен ные ре зуль та ты сви де тель с т ву ют,
что вы де лен ные пек тат ли а зы I и II яв ля ют ся фер -
мен та ми эн до- ти па, т.е. осу щес т в ля ют не у по ря до -
чен ное рас щеп ле ние свя зей пек ти но вых ве ществ,
что сог ла су ет ся с ли те ра тур ны ми дан ны ми о пек -
тат ли а зах бак те ри аль но го про ис хож де ния [14, 16].

Учи ты вая, что пек тат ли а зы эн до- ти па про -
яв ля ют спе ци фи чес кую спо соб ность ма це ри ро -
вать рас ти тель ную ткань, были про ве де ны ис с ле -
до ва ния по вы яв ле нию этой спо соб нос ти у вы де -
лен ных в го мо ген ном сос то я нии фер мен тов, син -
те зи ру е мых B. subtilis BN-135. Эк с пе ри мен ты про -
во ди ли с ис поль зо ва ни ем рас ти тель ных тка ней яб -
ло ка и льна (рис. 6, 7). 

При дей с т вии пре па ра тов пек тат ли а зы I и II
на тка ни яб ло ка про цесс ма це ра ции осу щес т в лял -
ся в те че ние 4 ч. Вид но, что в обо их слу ча ях рас ти -
тель ная ткань рас па да ет ся на от дель ные клет ки;
при этом дей с т вие пек тат ли а зы II было вы ра же но
бо лее ярко (см. рис. 6). 

Про цесс ма це ра ции рас ти тель ных тка ней
ле жит в ос но ве по лу че ния во ло кон в ре зуль та те
вы ма чи ва ния лу бо во лок нис тых куль тур, нап ри -
мер, льна. В рас те нии во лок на льна рас по ла га ют -
ся в пер вич ной коре в виде во лок нис тых, или лу бя -
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Рис. 4. Сни же ние вяз кос ти свек ло вич но го пек ти на (сте пень эте ри фи ка ции 35%) под дей с т ви ем пек тат ли а зы I (а) и пек -
тат ли а зы II (б)



ных пуч ков, со е ди нен ных меж ду со бой и ок ру жа -
ю щи ми их тка ня ми пек ти ном. На ли чие пек ти но -
вых ве ществ в ос нов ном в виде про то пек ти на
обус лов ли ва ет хо ро шие ма це ра ци он ные свой с т ва
льна. Из вес т но, что би о ло ги чес кие про цес сы при
вы ма чи ва нии льна осу щес т в ля ют ся мик ро ор га -
низ ма ми, в ос нов ном пек тин раз ла га ю щи ми бак те -

ри я ми Clostridium felsineum и C. pectinofermentas
[23, 24]. При этом плот ность пуч ков во ло кон умень -
ша ет ся, что оп ре де ля ет его вы со кие ка чес т ва, та -
кие как гиб кость и тон кость. 

На мик ро фо тог ра фии (см. рис. 7, а) пред с -
тав ле ны сре зы стеб лей льна че рез 8 ч фи зи чес ко го 
вы ма чи ва ния, ког да стеб ли ув лаж ня лись и на бу ха -
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Рис. 5. Хро ма тог рам мы про дук тов тран сэ ли ми ни ро ва ния пек ти на под дей с т ви ем пек тат ли а зы I и пек тат ли а зы II.
(ВЭЖХ с де тек т ци ей при  235 нм): а — га лак ту ро но вая кис ло та (Гк) (стан дар т ный пре па рат); б — ис ход ный пек тин (кон т -
роль); в — про дук ты ре ак ции че рез 30 мин пос ле ее на ча ла; г — про дук ты ре ак ции че рез 3 ч. Ус ло вия фер мен та тив ной ре ак ции: 
тем пе ра ту ра 40°, рН 8,4



ли в вод ном рас т во ре, а так же в ре зуль та те вы ма чи -
ва ния в при сут с т вии фер мен т ных пре па ра тов.
Пос лед ний про цесс осу щес т в лял ся в те че ние 54 ч
с ис поль зо ва ни ем сме си пре па ра тов пек тат ли а зы I 
и пек тат ли а зы II в со от но ше нии 1:3, в ко то ром они 

при сут с т ву ют в пре па ра те, осаж ден ном эти ло вым 
спир том (см. рис. 7, б). 

При ис поль зо ва нии ис с ле ду е мо го фер мен т -
но го пре па ра та в кон це про цес са вы ма чи ва ния эпи -
дер мис льня ной тка ни был пол нос тью раз ру шен,
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Рис. 6. Мик ро фо тог ра фии тка ней яб ло ка тех ни чес кой спе лос ти сор та «Ре нет шам пан с кий» (уве ли че ние  125): а — до
об ра бот ки; б — пос ле об ра бот ки пек тат ли а зой I в те че ние 4 ч; в — пос ле об ра бот ки пек тат ли а зой II в те че ние 4 ч

Рис. 7. Мик ро фо тог ра фии тка ней льна (уве ли че ние  125): а — пос ле фи зи чес кой фазы на бу ха ния че рез 8 ч от на ча ла
про цес са теп ло во го вы ма чи ва ния; б — с ис поль зо ва ни ем пек та ли а зы I и II (смесь 1:3) че рез 54 ч от на ча ла про цес са



на бух шие пуч ки во ло кон были от де ле ны от ку ти -
ку лы и кам бия и могли быть лег ко от де ле ны от дре -
ве си ны.

В кон т роль ном ва ри ан те для дос ти же ния
той же цели про цесс теп ло во го вы ма чи ва ния льна
осу щес т в лял ся в те че ние 80—85 ч. По лу чен ные
дан ные сви де тель с т ву ют о вы со ком ма це ри ру ю -
щем эф фек те изу ча е мых фер мен тов.

Та ким об ра зом, про ве ден ные ис с ле до ва ния
по ка за ли, что пек то ли ти чес кие фер мен ты, син те -
зи ру е мые B. subtilis BN-135, яв ля ют ся дву мя изо -
фор ма ми пек тат ли а зы эн до- ти па, т.е. эн зи ма ми, ка -
та ли зи ру ю щи ми не у по ря до чен ный раз рыв гли ко -
зид ных свя зей суб с т ра та. 

Вы яв ле на вы со кая спо соб ность изу ча е мых
фер мен тов к ма це ра ции рас ти тель ной тка ни, что
так же ха рак тер но для эн до- пек тат ли аз.

Ра бо та вы пол не на в рам ках Го су дар с т вен -
но го кон т рак та № 14.N08.12.0012, зак лю чен но -
го с Ми нис тер с т вом об ра зо ва ния и на у ки Рос -
сий с кой Фе де ра ции.

По лу че но 26.05.15
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Pro  per t i  es of Pec ta t  l i a ses Syn t  he si  zed
by Ba cil  lus sub t i  l is  BN-135

The ho mo ge neo us frac ti ons of pec to ly tic en zy mes syn t -
he si zed by Ba cil lus sub ti lis BN-135 with si mi lar mo le cu lar mas -
ses and iso e lec t ric po ints have been stu di ed. The in ves ti ga ti on of
sub s t ra te spe ci fi ci ty, mec ha nism of ac ti on on pec tin (by the cha -
rac ter of the bond dis rup ti on, (li mi ted or unor de red)), ac ti va ti on
by Ca2+ ions and in hi bi ti on by EDTA, and also ca pa ci ty of ma ce -
ra ti on of plant tis su es sho wed that the pec to ly tic en zy mes com p -
lex con sists of two iso forms of en do-pec tat ly a se.

Key words: Ba cil lus sub ti lis, iso form, pec tat ly a se, plant
tis sue ma ce ra ti on.
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