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Stanovenie aktivity B-glukanazy
v enzymovych preparatoch pre potravinarstvo

EDITA DUDIKOVA

Sdhrn. Pre potreby Specifikicie enzgmovych preparitov pouZivanych v potravindrskom
priecmysle a zjednotenie analytického postupu pre technicku prax sa urobil prieskum a vyber
metéd na stancvenie aktivity B-glukandzy. Expenimentilne sa overila metéda rozpracovand
vo VUPP Praha a S-test lichendza. Z vysledkov overovania na sérii vzoriek vyplynulo, Ze
metéda podta VUPP Praba je vhodnd pre Geely Specifikdcie. Je vak potrebné doplnif postup
uvedenim konkrétneho druhu substritu. Odpordca sa akcepiovat Standardny jaémenny $-glu-
kan finmy Biocon.

Klasickym zdrojom enzymov pri vyrobe piva je slad, av8ak vysoké
ndklady jeho sladovania viedli k vyvoju enzymov, ktoré sa priddvaji k jac-
menu a dal$im surovindm v priebehu technologického procesu. Jednym
z dblezitych enzymov, ktoré sa uplatiiuji v pivovarnictve je B-glukandza.
1phl\ac1a B-glukandzy sa prejavi zniZenim viskozity mladiny a urychlenim
xonverzie substrdtu v pripade menej kvalitného sladu alebo vysokého obsa-
nu jatmenia, dalej na zvySeni rychlosti filtricie piva a filraCnej kapacity [1].

Viskozita mladiny a filtrovatelnost piva zdvisi od obsahu B-glukanu,
«tory je najdolezitejSim neSkrobovym polysacharidom v jaCmeni. Roz-
oustny fB-glukan je pritomny v jaCmennom zrne v mnozstve 1 - 2 %.
3-glukdny sa do istej miery hydrolyzuji pocas sladovania endogénnou
sladovou B-glukandzou laminarindzového typu (endo-1,3-B-D-glukan glu-
~anohydroldza, EC 3.2.1.39) a ¢iastoCne aj celuldzou (endo-1,4-3-D-glukan
clukanohydroldza, EC 3.2.1.4). Rozhodujtici vyznam v tomto procese vSak
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md B-glukandza lichendzového typu (endo-1,4(1,3)-B-D-glukan glukano-
hydroldza EC 3.2.1.73), beZne nazyvand B-glukandza. V jaémennom zme
md (-glukandza nizku aktivitu, jej aktivita vyrazne vzrastd v priebehu
kli¥enia zrna, t.j. v procese sladovania. Aktivita B-glukandzy sa v réznych
druhoch sladu 1i8i. Stanovenie aktivity sladovej B-glukandzy je ddleZitym
analytickym ukazovatelon kvality sladu, nakolko v pripade nizkych hodnot
je numé znizovat viskozitu mladiny pridavkom mikrobidlnej B-glukandzy
[2].

Mikrobidlne enzymy obsahuji relativne termostabilné 3-glukandzy (op-
timum 50 - 70 %) a ich producenti si tak niektoré baktérie ako aj plesne
(Aspergillus niger, Penicillium emersonii, Trichoderma reesei, Bacillus
subtilis). Enzymové preparity B-glukandzy obsahujd Casto vedlajsie en-
zymové aktivity (amyldzy, glukoziddzy, proteindzy), alebo su zlozkami
enzymovych systémov s deklarovanymi aktivitami o-amyldzy, B-glukandzy
a proteindzy [3].

Vyber metédy stanovenia aktivity B-glukandzy

Metédy stanovenia aktivity B-glukandzy z aspektu pouzitia v potravindr-
stve sa zakladaju na reduktometrickom stanoveni uvolnenych redukujicich
sacharidov alebo na viskozimetrickom merani. Do prvého typu metdd patri
postup odporicany Vyborom expertov FAO/WHO pre potravindrske aditi-
va. Postup je urCeny na stanovenie aktivity B-glukandzy u enzymovych
prepardtov pochddzajicich z Aspergillus niger a Bacillus subtilis. Analyza
sa zakladd na hydrolyze licheninu ako substritu pri 40°C a pH 6,5 pocas
15 minut. Uvolnené redukujice ldtky sa stanovia neokuproinovou metédou.
Postup neuvddza konkrétny druh licheninu ako substrdtu. Jednotka aktivity
B-glukandzy (BGU) sa definuje ako mnozstvo enzymu, ktoré uvolni 1pumol
redukujicich sacharidov (ako ekvivalenty glukézy) za mindtu za podmienok
stanovenia [4].

Na rovnakom principe sa zakladd postup stanovenia 1,4(1,3)-B-glukand-
zovej aktivity, rozpracovany na VUPP v Prahe a uplatiiovany pri vyvoji
B-glukandzového prepardtu [5]. V zmysle tohto postupu sa B-glukanovy
substrdt (lichenin alebo iny B-glukdn v koncentrécii 5 g.1'") podrobf pésobe-
niu enzymu 30 mindt pri 40°C a pH 5,5 a uvolnené redukujice ldtky
sa stanovia spektrofotometricky s kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou.



Firma Novo-Industri stanovuje aktivitu 3-glukandzy svojich vyrobkov
Slucanex a Ceremix za pouzitia reduktometrickej metédy so Somogyi-Nel-
-onovyrn &inidlom. Jednotka aktivity sadefinuje rovnako ako u oboch vySSie
svedenych postupov, substritom je jatmenny {3-glukdn, Standardné pod-
mienky sa liSia v teplote hydrolyzy 30°C. Uplatiiuje sa optimdlne pH
ore enzym, Cas reakcie 30 mindt [6].

Druhym typom metdd stanovenia aktivity B-glukandzy sd viskozimetric-
<& metédy. Zaraduje sa medzi ne postup stanovenia endo-1,3-B-glukandzy,
crory pouZiva firma Jan Dekker pre svoje vyrobky Brew-N-zyme [1,7].
Postup je zalozeny na pdsobeni B-glukandzy na roztok jatmenného B-glu-
anu pri 50°C, pri¢om sa zniZuje viskozita v dosledku rozstiepenia molekuly
substrdtu.

Zmena viskozity sa meria Oswaldovym viskozimetrom. Jednotkou akti-
vity B-glukandzy je zmena reciprocnej Specifickej viskozity za mindtu.
Aktivita sa vyhodnoti pomocou pocitala s programom pre vypocet re-
zresnych koeficientov. Aj dalSia holandskd firma Gist-Brocades uddva
aktivitu svojej bakteridlnej a fungdlne;j B-glukandzy vo viskozimetrickych
jednotkdch [8].

Okrem uvedenych dvoch typov metdd bola vyvinutd aj rutinnd metoda,

ktort predstavuje S-test lichendza. Chromolyt:cl\y tabletovy test lichendza
.tdeJSleh() Biotechnologického tstava SVST obsahuje ako substrit modi-
rikovany lichenan izolovany z Centraria islandica a mikrokryStalicku celu-
16zu. Hydrolyzou chromolytického substritu sa uvolnia starbené degradatné
orodukty, ktorych intenzita sa meria spektrofotometricky. Aktivita B-gluka-
ndzy sa vyjadruje v relativnych jednotkdch {2,9].

Material a metody

Pouzili sa vzorky enzymovych prepardtov: B-glukandza VUPP Praha
13000 IU.g! (Trichoderma reesei CCII); Ceremix Novo, zmes 0-amyldzy,
3-glukandzy 300 BGU.g ! a proteindzy (Bacillus subtilis),; Brew-N-zyme
BG-5 Jan Dekker, fungdlny povod; Brew-N-zyme CGP-13 a Brew-N-zyme
GPG-L Jan Dekker, zmesi o-amyldzy, B-glukandzy a proteindzy (povod
neuvedeny). Dale; sa pouzil jatmenny B-glukan Biocon, lichenan a S-test
lichendza z vtedajSieho Biotechnologického Gstavu SVST. Ostatné chemi-
wdlie pochddzali z firmy Lachema.
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Stanovenie aktivity 1,4(1,3)-B-glukandzy [5,10]

Metdda sa zakladd na enzymovej hydrolyze B-glukanového substritu a
stanoven{ uvolnenych redukujicich latok kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou
(DNS) spektrofotometricky. V niektorych pripadoch je potrebnd korekcia
na endo-1,4-B-glukandzu (EC 3.2.1.4) so substritom Na-karboxymetylce-
lulézou. U viitSiny enzymov sa viak za podmienok optimdlnych pre kon-
verziu 1,4(1,3)-B-glukanu neuplatiiuje enzymova zlozka celuldzového
komplexu degradujica karboxymetylcelulézu a korekciu mozno zanedbat.

Definicia:
Jednotka f-glukandzovej aktivity 1 U je mnoZstvo enzymu, ktoré uvolni
z B-glukanového substritu 1 mol glukézy za mintitu za podmienok metédy.

Roztoky:

a/ citrdtovy timivy roztok (0,05 mol.I'") pH 5.5 alebo pH optimdlne pre dany
enzym,

b/ substrit: jacmenny B-glukan Biocon (5 gl citratového timivého roztoku)
sa rozpusti pri 85°C,

¢/ DNS ¢inidlo: 30 g vinanu Na-K sa rozpusti za hortica v 50 ml destilovane;j
vody. 1g kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej sa rozpusti za hortca v 20 ml
roztoku NaOH (2 mol.l"). Oba roztoky sa spoja, dalej zahrievaji a
po ochladeni sa objem doplni na 100 ml destilovanou vodou.

Postup:

V kalibrovanych skumavkdch o objeme 20 ml sa k 1 ml substratu
po vytemperovani vo vodnom kipeli pri 40°C pridd 1 ml vhodne riedene]
vzorky enzymu. Enzym musi byt riedeny tak, aby v oblasu alikvéw 1 ml
bola zdvislost absorbancie na koncentrdcii enzymoveého roztoku linedrna.
Po 30 mindtovej inkubdcii pri 40°C sa reakcia zastavi pridanim 2 ml
DNS-¢inidla a reak¢énd zmes sa vari 5 mintt vo vodnom kipeli. Po ochladeni
sa obsah doplni na 20 ml destilovanou vodou a premieSa. Na spektrofoto-
metri sa meria absorbancia Cervenohnedého roztoku pri 530 nm v 1 cm
kyvetdch oproti slepému pokusu, pri ktorom sa vzorka enzymu pridd do
reakCnej zmesi aZ po inkubdcii a po pridavku DNS Cinidla.
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Kualibracna ¢iara:

K 1 mlroztokov glukézy v koncentra¢nom rade 0,1 az 1 mg.ml™ sa pridd
© ml destilovanej H2O a 2 ml DNS €inidla. Reakéné zmesi sa varia 5 mindit
vo vodnom kupeli, po ochladeni a doplneni na objem 20 ml sa meria
zhsorbancia roztokov rovnako ako pri viastnom stanoveni.

VWpocet aktivity:
Kvapalné enzymy
1000

Aktivita=G - R - 30 180

=G-R-0,185 (U.ml'"

Tuh€ enzymy
1000 1000 G. 1000

J

N 30-180 0 N

kde G je glukéza z kalibratnej Ciary [mg], R-riedenie enzymu, 1000 -
prepocet mg glukézy na g, 30 - prepocet na | minitu, 180 - prepoCet
na mol glukdézy, N - mnozstvo enzymu v 1 ml roztoku [mg], 1000 - prepocet
na | g enzymu u tuhych prepardtov.

Akuvita=G -

-0,185 [U.g"]

Chromolyticky S-test lichendza [9]

Postup sa zakladd na merani intenzity starbenia degradanych produktov,
xtoré sa vytvoria pocas enzymove] hydrolyzy tablety obsahujicej ako
substrdt lichenin s kovalentne viazanym farbivom.

Definicia:
Jednotka aktivity 1 u je relativna aktivita, ktord odpovedd 1 mg chromo-
Ivtického substrdtu, zhydrolyzovanému za 1 hodinu.

Roztoky:

&/ citrdtovy timivy roztok (0,05 moll) o pH 5.5 pre fungdlne enzymy
a o pH 7 pre bakteridlne enzymy,

o/ zastavovaci roztok: 10 g Na,COs sa rozpusti v 900 ml destilovanej vody
a pridd sa 100 ml acetonu.
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Postup:

Do kénickej centrifugacnej kyvety, ktord obsahuje 0,3 ml tlmivého
roztoku a 0,2 ml vhodne riedenej vzorky enzyimu sa po vytemperovani prida
substratovd tableta a zmes sa inkubuje pri 37°C 60 minit. Reakcia sa zastavi
pridavkom 3 ml zastavovacieho roztoku a zmes sa po 5 mindtach odcentri-
fuguje. Meria sa absorbancia supernatantu pri 620 nm oproti slepému
pokusu, u ktorého sa roztok enzymu pridd az po pridani zastavovacieho
roztoku.

Wipocet aktivity:
Kvapalné enzymy

= -1
- A B A
Relativna aktivita = _11 A 53 Re—a25:- 10 R [u.ml™)
50 ] A,
Tuhé enzymy
- A _ ' - 5
Relativna aktivita = —— - 2,5 - 10} , o [ug

AN
kde A je absorbancia vzorky, A, - absorbancia zodpovedajica celkom
zhydrolyzovanému chromolytickému substritu v tablete; je deklarovana pre
kazda vyrobnua SarZu testu, N - mnoZstvo enzymu v 1 ml roztoku [mg].
R - riedenie enzymu, 50 - mnozstve moditikovaného substritu v 1 tablete
[mg], 5 - prepolet na objem vzorky 1 ml.

Vysledky a diskusia

‘Pre stanovenie aktivity B-glukandzy sa overovala metdda -stanovenia
1,4(1,3)-B-glukandzovej aktivity postupom rozpracovanym na VUPP Praha
[5]. Tento postup je porovnatelny s metédou odporatanou Komisiou exper-
tov FAO/WHO pre enzymy. Rozdiel medzi metédami je vo vlastnom
stanoveni uvolnenych redukujicich ldtok, ktoré sa u postupu FAO/WHO
stanovia neokuproinovou metddou [4]. Ako substrdt sa pouZil jatmenny
B-glukan firmy Biocon, ktory bol vyvinuty Specidlne pre sladovnictvo
2 pivovarnictvo ako Standardny Cisty B-glukanovy substrit [11]. Pre porov-
nanie vplyvu substrdtu na aktivitu sa u vzorky enzymu Brew-N-zyme GPG-L,

240




<torého jedna enzymovd zloZzka je B-glukandza, overoval aj nativny lichenan
Jomdceho pdvodu. Rozdiel v nameranej aktivite po hydrolyze oboch sub-
strdtov nie je zanedbatelny, preto vysledky ziskané s pouZitim tychto dvoch
substratov nemozno stotozilovatl. Metdda stanovenia aktivity B-glukandzy
<a overovala pri analyze 5 vzoriek enzymov, obsahujdcich B-glukandzovi
zlozku (tab.1). U vzoriek fungdlneho pévodu a vzoriek s pH optimom blizko
5 sa enzymovd konverzia substrdtu uskutocnila v timivom roztoku o pH 5,5
2 u vzorky bakteridlneho pdvodu Ceremix pri pH 7.

Tabulka 1. Aktivita B-glukanazy, stanovend metédou podla VUPP a S-testom lichendza
v komerénych enzymovych preparitoch.
Table 1. B-glucanase activity, deterinined by method according FIRT and S-test lichenase
in comimercial enzyme preparates.

vopp? S-test
ENZYM! Aktivita Variag. koef, ? Relativna aktivita ®
Ug'l | [Uml' (%) (ug') fwnl]
B-glukandza VUPP 12 050 - +4 8 200 .
2 | Brew-N-zyme CGP-13 6 000 - - 39 000 -
' Brew-N-zyme BG-5 530 : - 140 .
4 Brew-N-zyme GPG-L - 2750 = 5 14 800
S Ceremix - 4 000 - - 51 100

- enzyme, 2 - Food Industry Research Istitute, 3 - S-test, 4 - activity, 5 - variation coefficient,
relative activity.

Vyznam optimdineho pH pre hodnotu aktivity demon3truju dalej uvede-
né vysledky ziskané pri overovani S-testu lichendza (obr.1). Stanovili sa
oblasti linearity merania absorbancie v zdvislosti od koncentricie enzymu
ore jednotlivé vzorky. Doplnili sa vzorce pre vypocet aktivity a spresnil sa
vyznam jednotlivych symbolov vo vzorcoch v snahe, aby v praxi nevznikali
chyby v désledku nesprdvneho vypoltu, Co je Castou priCinou nezrovnalosti.
Reprodukovatelnost metddy stanovenia aktivity 1,4(1,3)-B-glukandzy
sa vyhodnotila u vzorky B-glukandzy z VUPP Praha. Z vysledkov 6 sérii
stanoveni sa vypocital variatny koeficient £ 4 %, ktory sved¢i o dobrej
reprodukovatelnosti overovaného postupu. Hodnota aktivity namerand
v nasom laboratériu sa d’alej porovnala s aktivitou deklarovanou pre vzorku
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Obr.1. Zavislost aktivity B-glukandzy vyjadre-  Fig.1. B-glucanase activity dependence expres-
nej &asovou zmenou absorbancie od pH reakine;j sed with time change of absorbtion from pH

zmest pri stanoveni S-testom lichendza u en-  of reactive mixture in S-test lechenase determi-
zymového roztoku Ceremix. nation in enzyme solution Ceremix.
@ - optimilne pH 7, 0 - pH 5.5. e - optimum pH 7,0 - pHS.5.

B-glukandzy z VUPP (13 000 U.g™"). Na oboch pracoviskdch sa pouzil ako
substrdt jatmenny [3-glukan firmy Biocon. Rozdiel medzi laboratériami je
priblizne 7 %, Co je primerany rozdiel vzhladom na to, Ze postup sa vzdjomne
detailne nezjednocoval.

Na stanovenie aktivity -glukandzy lichendzového typu sa overoval dalej
S-test lichendza z vtedajsieho Biotechnologického Gstavu SVST pre 5 vzo-
rick enzymov obsahujicich 3-glukandzy (tab.1), priom sa akceptovalo
optimdlne pH pre prisluiné enzymy tak, ako je uvedené vyssie. Vplyv
rozdielnej hodnoty pH inkubacnej zmesi na aktivitu oproti optimédlnemu pH
sa sledoval u vzorky kvapalného enzymu Ceremix a je zndzorneny na obr. 1.
Pri optimdlnom pH 7 je aktivita dvojndsobne vy33ia ako pri porovndvanom
pH 5,5. Z vysledkov overovania vyplynulo, Ze S-test lichendza umoziiuje
stanovenie aktivity u vSetkych 5 enzymov, koncentratnd zdvislosf absorban-
cie je linedrna v rozsahu 0,1 aZ 0,6 a dosiahla sa vyhovujica reprodukova-

t
I
3]



B I ]

"o 50000 05 -
=

3,
£ 02
@
1‘}3
wn 30000 =
o
>
g 04
O —
g 10000 o1
% 03 | !
= 0 5000 10000

aktivita metédou s DNS-ginidlom [Uxg]

Obr.2. Reldcia hodnot aktivity B-glukandzy — Fig.2. B-glucanase values relation in different
u roznych enzymovych prepardtov, stanovenych  enzyme preparetes, determined by the method
metédou s DNS&inidlom a S-testom lichendza. with DNS agent and S-test lichenase.

| - B-glukandza VUPP, 2 - Brew-N-zyme CGP-13, 1 - B-glucanase FIRL, 2 - Brew-N-zyme CGP-13,
3 - Brew-N-zyme BG-5, 4 - Brew-GPG-L.,5 - Ce- 3 - Brew-N-zyme BG-5, 4 - Brew-GPG-L, 5 -
remix. Ceremix.

telnost vysledkov v opakovanych stanoveniach s vynimkou vzorky Brew-
N-zyme CGP 13, pravdepodobne pre jeho znizeni rozpustnost. S-test liche-
ndza sa prejavil ako jednoduchy a pritom presny postup, pouziteIny najmi
pri sledovani zmien aktivity v technickej praxi.

Dalej sa porovnali hodnoty aktivity namerané reduktometrickou meté-
dou stanovenia 1,4(1,3)-B-glukandzovej aktivity a S-testom lichendza.
Z vysledkov porovnania v8ak nie je mozné urCif ziadny funk&ny vzfah medzi
hodnotami ziskanymi oboma metédami pre uvedenych 5 vzoriek en-
zymovych prepardtov (obr.2). Jednou z pri€in pre tak velky rozptyl hodnot
aktivit nameranych porovndvanymi postupmi je zrejime rozdiel v pouZitom
substrdte, pretoZe tableta S-testu lichendza obsahuje vedla modifikovaného
lichenanu aj mikrokryStalickd celulézu [2]. Dalgiu pri¢inu moZno pripisat
rozdielnemu sposobu Gcinku jednotlivych enzymov na substrity, nakolko
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obsahujii aj vedlajsie aktivity alebo s zmesi enzymov (napr. Brew-N-zyme
CGP 13 a GPG-L).

Z hfadiska ndvrhu na Standardizdciu v naSich podmienkach mozno
odpori¢af metédu stanovenia 3-glukandzy rozpracovani na VUPP Praha
s tym, Ze sa v nej doplni tdaj o konkrétnom druhu substrdtu potrebnom
pre analyzu. VzhTadom na vysledky pri overovani Cistého Standardného
substrdtu jatmenny B-glukan firmy Biocon, moZno akceptovat tento substrd:
pre analyticky postup. Odporicand metéda je aj v silade s postupom
FAO/WHO pre stanovenie aktivity B-glukandzy. Detailne upresneny a do-
plneny postup vzhladom na jeho pouZitie vo vyrobnej praxi sa uverejnil
v priru¢ke "Metody Specifikdcie enzymovych pripravkov pre potravindrsky
priemysel" [10], ako aj v zivereCnej sprdve rieSenia vyskumnej etapy [12].
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Determination of B-glucanase activity in enzyme preparates
for food industiry

Summary

For the needs of specification of enzyme preparates used in food industry and for unifying
ical method for technical practice research and choice of methods for B-glucanase activity
1ination were carried out. The FIRI method and S-test lichenase were verified experimentally.
-~ the verification on a serie of samples it followed that the FIRT method is suitable for specification
~_moses. But it is necessary to complete the method with the concrete type of substrate. It is
~=-ommended to accept standard barley B-glucan from firm Biocon.




