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Stanovenie aktivity hlavn;ich celulolytickfch enzyrmov
v potravinrirskych a krmovinirskych enzimoiich preparitoch

EDrrA ouoirovA

Sthrn. Pre uiely'Specifikircie enzymovych preparhtor.'aplikovani,ch v potrar.iniir.-
skom a krmovinArskom priemysle sa urobil prieskum a viber metod ua stanovepie aktivity
hlavnllch zloZiek celulolytickeho komplexu. ExperimentAlne sa overili tri ty,pl merod. a ro
stanovenie endoglukanhzovej aktivity (C.-aktivitl'1. metoda FPA (Filrer Paper Acriritr.;
a chromolyticke S-testy pre celkovu celulhzu a celul:izu C,. Z r.1'slcdkor oreroralia riacc-
rych vzoriek enzymovych prepardtov vidiet. Ze na udely ipecifikiicie celuloll'tickjch elzir.rroy
su vhodn6 modifikovan6 postupy odporuian6 Komisiou pre biotechnologie pri IUpAC
(lnternational Union ol Pure and Applied Chemistry).

Celuliizy nach6dzaju Siroke uplatnenie pri sacharifik6cii a konverzii celulozo-
vych substrdtov na krmovindrske udely, pre potravinArsky a chemicky priemysel
a vo farmdcii.

NajvfznamnejSimi producentmi celul6z si Triclrcclernut t'iride, T. ree.sci.
Mrrotheciurn verucario, r6zne druhy Aspergillus a pod. Pri kultivircii produki-
nych mikroorganizmov sa do media uvoliuju viacer6 enzymy celulolytick6ho
komplexu [].

Enzymy celulolytickeho komplexu moZno charakterizovat takto :

C,-celuldza posobi na nativnu celulozu a od5tiepuje linedrny nerozpustny
glukozov! refazec z neredukujucich koncov refazcov. Uvoliuje krystalicky
usporiadane fibrily vo vldknach nativnej celulozy.

C.-celul6za nep6sobi na nativnu celulozu. ale katalyzuje hydrolyzu modifi-
kovanej celulozy, napr. karboxymetylcelulozy (CMC). celodextrinov. rozdrve-
nej bavlny a pod. Generuje neredukujtce konce retazcov.

ftglukoziditza Stiepi disacharid celobiozu na glukozu a odStiepuje glukozu
z nii5ich oligom6rov.

v zmysle klasifikdcie enzymov sa hlavne enzymy celulolytick6ho komplexu
oznaduju takto: C' je exo-1.4-B-glukanaza (1,48-D-glucan celobiohydrolase.

Ing. Edita Dudikovii. Vyskumnll irstav potravinarsky. Priemy.selnri 4.82006 Bratislara.

::dokazalo
.Ji'i autorov

rrr-, : '. . i.o 3-l disiel
--,---,-. ::.', . ::minovvmi
c'.- -.:. Prr tomto
:t - -- ::'.3 n€nafuiia

3-i\-- -- ^', lr-rzhOdne

!T -:.:'. :::.,1 Bulleti-

ie -:.:.:::: Slf€tIl€
LL-:- :, . ::a:,a2e zruse-
IBil:... ::.:2e Zname-

z.i'' ': -.'.-.':. DrSc.
la:;. -. '.:.i i



EC 3.2.1.91). C, je endo-1.4-B-glukanaza (1.4-(1.3:1.4)-F-D-glucan-4-glucano-
hydrolase. EC 3.2.1.4) a B-glukoziddza (B-D-glucosido-glucohydrolase, EC
3.2. r.2r) il -31

Okrern tychto hlavnych aktivit m6Zu byt v priemyselnych enzymoch dirlSie

enzymove aktivity. ktore katalyzuju hydrolyzu Skrobu. glukAnov. xyl6nov.
pektirrov. lipidov a bielkovin.

Analyza a charakterizAcia celulolytickych enzymov je znaine staZentr oproti
inym skupindm enzymov. nakolko prirodny substrdt je nerozpustny a Struktfir-
ne variabilnli. Velkli poiet endoglukaneiz a exoglukanfz posobiiasto synergrcky
rredostatoine znirmym sposobom. priiom sa tvoria rozne konedne produkty.
Najviac sa prejavuje rozdiel v sposobe udinku celulAz rozneho povodu. najmii
rledzi celulAzami fungdlneho a bakteriAlneho povodu. Vzhl'adom na tieto ia2-
kosti je pochopitelrr e. Le v roznych laboratoriAch boli vyvinute najmii empiricke
analyticke postupy [4].

Najdastej5ie pouZivanymi postupmi pri stanoveni aktivity celulolytickych
enzymov s[r metody zakladajuce sa na merani rychlosti tvorby redukujucich
sacharidov podas inkubacie enzymov s celulozovym substrdtom. pri ktorom sa

uplatfiuje reakcia aldehydickej skupiny sacharidov s kyselinou 3.5-dinitrosalicy-
lovou (DNS). ferikyanidom alebo Somogyiho-Nelsonovym dinidlom [2].

Stanovenie endoglukan Azov ej aktivity

Metoda stanovenia C.-aktivity vypracovanf vo VUpP v Prahe [5] sa zakladii
na hydrolyze roztoku karboxymetylcelulozy (CMC) pri 40 oC a pH 5,5 podas 30

minut, priiom sa redukujuce ldtky stanovia Somogyiho-Nelsonovym dinidlom.
Rovnaky postup uvadza firma Serva [6].

Najviid5i europsky vyrobca enzymov firma Novo-lndustri pouZiva podobny
postup. pre hydrolyzu v5ak definuje konkretny substr6t CMC 7 L2 firmy Herku-
les (USA). Uvol'nene redukujuce l6tky sa stanovia kolorimetricky reakciou
s ferikyanidom. Jednotka aktivity je I NCU (Novo-Cellulase-Unit) [7].

Velmi podobny variant metody stanovenia aktivity endo-l .4-B-glukan'iny
odporuia Komisia pre biotechnologie pri IUPAC [ ]. Ako substrAt sa pouZiva

CMC ako v postupe Novo-lndustri, redukujuce l6tky sa v5ak stanovia kyseli-

nou 3,5-dinitrosalicylovou. Hydrolyza substr6tu prebieha pri teplote 50oC.
Z metody IUPAC vychadza aj modifik6cia vypracovanA v Chemickom

ustave SAV [8]. ale sa nedefinuje konkretny druh CMC ako v povodnej verzii.
Hodnota nameranej C,-aktivity viak vo velkej miere zfvisiod stupia substitu-
cie (karboxymetyldcie) pouZit6ho substrAtu. Vzhl'adom na tuto skutodnost' nie
je moine priamo porovnat' nameran6 hodnoty C.-aktivity s udajmi literattrry.
Na stanovenie uvoLnenych redukuj0cich sacharidov sa pouZiva kyselina 3.5-di-
nitrosalicylovA. Aktivita sa vyjadruje v pmol. min-r . ml-r, t. j. v U. ml-r.
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Stanovenie aktivity FPA (Filter Paper Activity)

Druhym typom dasto pouZivanych metod v praxi sir modifikacie stanovenia
FPA (2, 4. 5. 8]. Pri analyze metodou FPA sa ako substrirt pouZiva filtradny
papier Whatman l. Uvolnene redukujuce sacharidy sa stanovia kolorimetricky
klselinou 3.5-dinitrosalicylovou. Aktivita sa vyjadruje v U.ml I 

[8].

Viskozimetricke stanovenie aktivity

Viskozimetricke metody pouZivajir ako substrdt rozpustnu karboxynretyl-
celulozu [2, 4. 9]. Viskozimetrickir met6da je uvedend napriklad v normirch
SRN pre enzymov6 prepar6ty [0]. Obdobny postup uv6dza Bergmeyer [2]
a FAO/WHO pre Specifikdciu enzymov [9]. Metoda je SpecifickA pre endo-1.4-
-B-glukan6zy. nedoch6dza k interferencii exoglukanAzami. av5ak postup je pre
prax velmi ndrodny [2]. Inn viskozimetricku metodu pouZiva holandskei firma
Quest I l].

Chromolyticke S-testy

Ned6vno sa u nas vyvinuli tabletov6 testy na stanovenie aktivity celulirz.
ktore maju umoZnit:predov5etkim rutinne analizy [2, l3]. S-testy su dvojake-
ho druhu: S-test celul:iza C, na stanovenie celkovej celulolytickej aktivity
a ,S-test celulfza C. na Specificke stanovenie endo-l ,4-B-glukanAzy.

Materiil a met6dy

PouZili sa vzorky enzymovych prepardtov: Celluclast 1.5 L Novo Industri
(Trichodenna reesei). Cellulase 0,56U.mg-r Serva (Penicilliunt citrot'iride).
Cellulase Type II I unit.mg-r Sigma (Aspergillus niger), Phylacel Phylaxia
(Helntintosporium satit'nnt). Celulaza VUPP Praha -- Dolnd Krup6 (Tric'hotler-
nta t,iride), Celuldza VUPP Praha l0000mg RL .g-t lTrichoderma reesei CC
ll), Celuldza CHU SAV - Doln6 Krup6 (Trichoderma reesei). Celul6za SAV
P 20/86 (Tric'hodernta reesei), Celul6za 89 kvapalnil Kolin (?"rir*odernra reesei).

Viidiina chemik6lii pochddza z firmy Lachema Brno. Dalej sa pouZila Carboxy-
methylcellulose x Na-Salt Serva a potravindrska karboxymetylcelul6za zo Skro-
bArni Havlicktiv Brod. S-testy celul6za C, a celuldza C, pochadzali z JZD
Agrogen SluSovice a JRD Agrokombindt Lehnice.



Stanovenie karboxymetylcelulazovej aktivity C, podla VUPP [5]

Metoda sa zakladA na enzymovej hydrolyze roztoku karboxymetylcelulozy
(CMC) a stanoveni uvolnenych redukujucich l6tok Somogyiho-Nelsonovym
iinidlom.

Da.t'tnicia -- iednotka aktivity U je mnoZsvo enzymu, ktor6 za danych pod..

mienok uvoLni z CIMC redukujuce l6tky s redukdnou schopnostou zodpoveda-
jucou I pmol glukozy za I minutu.

Ro:toky:

a) Acet6tovy tlmivy roztok (l mol.l-r), pH 5.5.

b) SubstrAt: 0.625 g potravindrskej CMC sa rozpustiv 50 ml H,O pri 60oC,
po ochladerii sa priddl0ml acetAtoveho tlmiveho roztoku pH 5.5 a objem sa

doplni na l00ml vodou.
c) Somogyiho dinidlo:

roztok A -- rozpusti sa 24-e bezvodeho Na.CO,. l6g NaHCOr, 12g vinanu
Na-K a 14,1g Na,SO, v destilovanej vode na objem 800mI.

roztok B - 4gCuSO'.5H"O a 36 g Na,SOl sa rozpusti v destilovanej vode na

objem 200 ml.
Roztoky A a B sa uchovdvajir oddelene. pred pouZitim sa zmieiaju v pome-
re 4: 1.

d) Nelsonovo dinidlo: 25 g molybd6nanu am6nneho sa rozpusti v 450ml
destilovanej vody. prid6 a 21 ml koncentrovanej H,SO, a roztok 3 g Na,HAsOr.
.7H.O v 25ml vod-v". Roztok sa nechA st6t' 48 hodin pri 37oC. Uchovdva sa

v tmavej flaii.

Postup. Enzymov6 hi,drolyza prebieha pri 40 oC 30 minut v inkubainej zmesi

obsahujucej 4 ml vytemperovan6ho substr6tu a I rnl vhodne zriedeneho enzy-
mu. Reakcia sa zastavi pridavkom 1 ml Somogyiho dinidla a po 2O-minutovom
vare a ochladeni sa prida I ml Nelsonovho dinidla. Po doplneni vodou na 25 ml
sa meria absorbancia v lcm kyvete pri 500nm. Sudasne sa urobi slepy pokus,
pri ktorom sa vzorka enzymu pridAva aZ po inkubicii a po pridani Somogyiho
dinidla.

Kelibratnd iiara. K I ml roztokov glukozy. ktore obsahuju 50 aZ 300 pg

glukozy, sa pridaju 4 rnl vody a I ml Somogf iho iinidla. Dal5i postup je rovna-
ky ako pri vzorke enzymu. Pre slepy pokus sa pouZije voda. Relativne najmenSi

rozptyl vysledkov je v rozsahu absorbancie 0.12-0,26.

Vi'po[et akrivitl':
Kvapalne enzymov6 prepa16ty:
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Tuhe enzymove prepardty:

. G. 1000C,-aktrvrta tt .g l.
30. 180.1v

kde G je glukoza z kalibradnej diary (pg). R - riedenie enzymu. 1y' - mnoZstvo
enzymu v I ml roztoku (mg),30 - prepodet na I minutu. 180 - prepodet na
pmol gluk6zy, 1000 - prepodet na I g enzymu.

Stanovenie karboxymetylcelul6zovej (endoglukan6zovej) aktivity C, podla [8]

Postup sa zaklad6 na enzymovej hydrolyze roztoku karboxymetylcelulozy
(CMC) a na spektrofotometrickom stanoveni uvolnenych redukujucich lirtok
kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou (DNS).

DeJtnicia - 
jednotka aktivity U je mnoZstvo enzimu. ktor6 za danych

reakdnych podmienok uvolni I pmol ekvivalentov glukozy za I minutu.
Roztoky:
a) Citrdtovy tlmivy roztok (0,05 mol. I r). pH 4.8.
b) DNS-dinidlo: 10.6g kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej a 19.8g NaOH sa

rozpusti v 1416ml destilovanej vody. Po rozpusteni sa prid6 306g vinanu
sodno-draselndho. 7.6 ml fenolu skvapalneneho pri 50oC a 8,3 g Na,S.O,. Po
rozpusteni za mieSania na magnetickej mie5adke sa pH upravi tak, Ze sa 3 ml
odobrat6ho dinidla titruju s roztokom HCI (0,1 mol.l-r) na fenolftalein a na
kaldy spotrebovany ml roztoku HCI pri titrecii sa do roztoku dinidla pridaju 2 

-e

NaOH. DNS-dinidlo sa uchovdva v tme pri izbovej teplote.
Postup. Enzymovi hydrolfza prebieha 30 minit pri 50oC v serii skrimaviek

obsahujucich 0,I, 0,2 a 0,5 ml vhodne riedeneho enzymu a doplnenych na objem
0,5 ml citr6tovym tlmivym roztokom o pH 4.8 po pridani substr6tu, t. j. 0,5 ml
vytemperovaneho roztoku Na-karboxymetylcelulozy Serva (20 g . l-r) v citr6to-
vom tlmivom roztoku. Po zastaveni reakcie pridavkom 3 ml DNS-dinidla sa

obsah skirmaviek povari 5 minit vo vodnom kupeli a do kaZdej skumavky sa

pridi l5ml destilovanej vody. Absorbancia sa meria v 0.5cm kyvet6ch pri
550 nm oproti slepemu pokusu, ktory obsahuje namiesto enzymu destilovanu
vodu. S0iasne sa do pokusu zaradi vzorka so Standardom glukozy 0,5 mg
v I ml vody.

Vlpotet aktivitv. Podobne ako v pripade stanovenia FPA nie je mnoZstvo
uvolnenych redukujucich l6tok v celom rozsahu priamo umern6 koncentr6cii



enzimu v reakinej zmesi. Preto sa na vypodet aktivity urdilo kritick6 mnoZstvo
enzyrnu. ktore uvolniz l0 mg substrdtu 0.5 mg glukozy (5 7o konverzia). Kritic-
k6 mnoistvo enzymu l.'* sa zisti extrapolAciou z grafu pre absorbanciu zodpove-
dajicu 0.5 mg -elukozy.

Kvapalne enzymove prepardty :

c,-aktivita : - !'t-f -. - 
0'q926 R[U.mt-,]' 0.18.30.l/k vk

Tuhe enzymov6 prepar6ty :

C,-aktivita : ry+ looo[U. g r].

Vr.N

kde i,"* je kriticke mnoZstvo enzymu (ml), R - riedenie enzymu, N - mnoZstvo
enzymu v I ml roztoku (mg), 1000 - prepodet na I g enzymu.

Sranovenie aktivity FPA (Filter Paper Acriviry) [8j

Metoda je zaloLena na enzymovej hydrolyze filtradneho papiera ako substr6-
tu a na spektrofotometrickom stanoveni celkov6ho mnoZstva uvolnenych redu-
kujucich l6tok v hydrolyz6te kyselinou 3.5-dinitrosalicylovou (DNS).

Deltrtiria - iednotka aktivity I nkat je mnoZstvo enzymu. ktor6 za danych
reakdnych podmienok uvolni I nmol glukozy za sekundu.

Ro:tok.t':
a) CitrAtov! tlmivli roztok (0.05mol.1-r), pH 4,8.
b) DNS-dinidlo ako je opisan6 v predchddzajricom postupe.
Postult. Enzymovd hydrollza prebieha tak. Ze do skumaviek obsahujucich

0.1" 0,2 a 0.5m| vhodne rieden6ho roztoku enzfmu a doplnenych na objem
l.5ml citr6tovym tlnrivym roztokom pH 4.8 sa po vytemperovani na 50oC
pridd skruteny pruZok filtradneho papiera Whatman I rozmerov asi I x 6 cm.
t. j. asi 50mg. Zmes sa premieSa. inkubuje sa 60 minirt pri 50oC bez mieSania
a hydrolyza sa zastavi pridanim 3 ml DNS-dinidla. Farebn6 reakcia s DNS-
-dinidlom prebehne vo vriacom vodnom kupeli podas 5 minut. pred meranim sa

vzorky riedia pridanim l5 ml vody. Absorbancia sa meria pri 550 nm v 0,5 cm
kyvetdch oproti slepemu pokusu. v ktorom sa namiesto enzl!'mu pouZila destilo-
vand voda. Sudasne sa do pokusu zaradi vzorka so Standardom gluk6zy 2 mg
v 1.5 ml vody.

Nakolko pri hydrolyze celul6zy (filtradndho papiera) nie je mnoZstvo uvolne-
nych redukujircich l6tok v celom rozsahu priamo trmerne mnoZstvu enzymu
v reakinej zmesi. arbitr6rne sa stanovilo, 2e pre vypodet FPA aktivity sa bude

8



rnticke mnoZstvo
r.rnr erzia). Kritic-
-:l.ttrciu zodPove-

pcrvaZovat kriticke mnoZstvo enzymu. ktore uvolni z 50 mg substr6tu 2 mg
ekvivalentov -elukozy. Kriticke mnoZstvo enzimu 4 (rnl) sa zisti extrapol6ciou
z grafu pre absorbanciu zodpovedajucu 2 mg glukozy.

l'.rpote t uktivitt' :
Kvapalne enzymove preparAty :

0.185. 16.7 . RFPA:

Tuhe enzymov6 prepardty :

FPA : 3'08 
r ooo [nkat . g-r].

l'r.N
kde I,', je kriticke mnoZstvo enzymu (ml). R - riedenie enzymu, N-- mnoZstvo
enzymu v I ml roztoku (mg), 1000 - prepoiet na lg enzymu.

Chromolyticke S-testy [2. l3]

Zi*ladny postup stanovenia enzymovej aktivity S-testom je rovnaky pre
S-test celuldza celkovir a S-test celulAza C.. Zaklad6 sa na merani intenzity
sfarbenia degradadnych produktov, ktore sa vytvoria podas enzymovej hydroly-
zy tablety obsahujircej prisluSny substrdt s kovalentne viazanym farbivom.
Substrdtom pre S-test celul6za celkovd je nerozpustn6 mikrokry5talick6 celulo-
za. pre S-test celul6za C, hydroxyetylceluloza.

Definicicr. Jednotka aktivity u je relativna aktivita, ktorA zodpovedd I mg
chromolytickeho substrdtu. zhydrolvzovanemu za I hodinu.

Ro:toky:
a) citr6tovy tlmivy roztok (0.05 mol.l-r), pH 4.8,

b) zastavovaci roztok: l0g Na,CO, sa rozpusti v 900mI vody a pridd sa

100 ml acet6nu.

Postup. Do konickej centrifugadnej kyvety, ktord obsahuje 0,3 ml tlmiveho
roztoku a 0,2 ml vhodne riedenej vzorky enzymu sa po vytemperovani prid6
substr6tovd tableta a zmes sa inkubuje pri 37 oC 60 minrit bez mie5ania. Reakcia
sa zastavi pridavkom3 ml zastavovacieho roztoku a zmes sa po 5 minirtach
odcentrifuguje. Meria sa absorbancia supernatantu pri 620 nm oproti slep€mu
pokusu, pri ktorom sa roztok enzymu prida ai po pridani zastavovacieho
roztoku.

V!;poiet aktivitl,:
Kvapaln6 enzymov6 prepar6ty:

l'r
:TR[nkat'nrl ]'

'.2; ::.-. .\' --'mnoZstvo

-. 1.

!.- l:l:3t;,1 ako substrir-

i-.:'. ' -', ..[nenych redu-

..''. r- D\S).
i-.:r -. riurfi za danych

:-

,"- r'. .:k trbsahujucich
:,-: :.enrch na objem

!--3:11:3:trr ani na 50oC

rCrl:r-a\asi lx6cm.
s: : 'C bez mie5ania

liElr: :erkcia s DNS-
!:.r:.-. :::d meranim sa

:-::- ii'-'nm r'0.5cm
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Relarivna aktivita : (L\' . o.,\sol A

Tuh6 enzymov6 prepar6ty:

Relativna aktivita - 
A --.2.5. 105[u'g-']

4,. N
kde ,4 je absorbancia vzorky, l, - absorbancia odpovedajuca celkom zhydro-
lyzovan6mu chromolytickemu substr6tu v tablete; je deklarovan6 pre kaZdri
vyrobnir Sarzu testu, N - mnoZstvo enzymu v I ml roztoku (mg), R - riedenie
enzymu, 50 - mnoZstvo modifikovaneho substrdtu v I tablete (mg), 5 -prepodet na objem vzorky I ml.

Vfsledky a diskusia

Met6dy stanovenia C, aktivity

Na stanovenie endoglukan6zovej aktivity (C,-aktivity, karboxymetylcelul6-
zovej aktivity) v enzymoch pre potravin6rsky priemysel sa za irdelom overenia
a vyberu rozpracovali dve met6dy:

- met6da IUPAC, modifikovan6 v Chemickom ustave SAV [8],

- met6da VUPP [5j.
Nakolko sa v stdasnosti obe met6dy pouZivajir na ds. pracovisk6ch, ktor6 sa

venujir vfskumu, produkcii a aplikricii celul6z, je othzka ich vzdjomn6ho porov-
nania aktu6lna.

Na overenie met6dy IUPAC, modifikovanej v Chemickom tstave SAV, sa

pouZilo 9 vzoriek rdznych celulolytickych enzymov, medzi nimi aj vzorky
celul|z vyvijanfch na ds. pracovisk6ch. Na rozdiel od p6vodnej metody IUPAC
sa pri tejto modifik6cii neipecifikuje konkretny druh Na-karboxymetylcelulozy
ako substrftu. Upozorfiuje sa v5ak na to, Ze hodnota nameranej C"-aktivity
vyrazne z6visi od stupfia karboxymetyl6cie pouZit6ho substr6tu; substrdty
s vySSim stupiom substitircie su menej pristupne ridinku endoglukan6zy. Preto
nie je moZn6 exaktne porovnad nameran6 hodnoty C.-aktivity s fdajmi luvhdza-

nlimi v literature, ak nebol pouZity rovnaky druh Na-CMC [8].
Pre v5etky vzorky sa experiment6lne vyhladali tak6 koncentr6cie enzymo-

vlfch roztokov, aby hodnoty absorbancie po hydrolyze substr6tu Na-CMC
Serva (20 g. l-', pH 4,8) a reakcii s DNS-dinidlom boli len o m6lo niZ5ie a o m6lo

l0
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vySSie ako je absorbancia Standardn6ho mnoZstva glukozy, r. j. 0,5 mg. Ukdzalo
sa. Ze vzhladom na neline6rnost'zdvislosti absorbancie od koncentr6cie enzymu
je v5ak aj pri extrapol6cii na absorbanciu Standardu glukozy riziko nesprdvneho
vyhodnotenia znad,n6,. KedZe absorbancia Standardu glukozy je za podmienok
metody velmi nizka, t. j. 0,08, z merani vypl;fva, Ze hodnoty absorbancie enzy-
movych roztokov na vypodet aktivity musia byt' velmi blizko tejto hodnote (od
0.05 do 0.1l), inak dochddza k vel'k1j,m rozdielom pri vypodte aktivity. Viid5ina
vzoriek sa analyzovala niekolkokr6t a vyhodnotila sa reprodukovatelnost' na-
meranych hodn6t aktivity C- -celuldzy.

Reprodukovatelnost' sa pre jednotliv6 enzymy li5i, priemerny variainf koefi-
cient je asi t 9 % (tab. l).

TabuLka l. Porovnanie hodn6t C,-aktivity r6znych celulolytickyi'ch enzymov. stanovenlich
podta VUPP [5] a modifikovanou metodou IUpAC [8]

Table l. Comparison between C.-activities of various cellulolytic enzymes. determined accor-
ding to Food Industry Research Institute FIRI [5] and by IUPAC modified method [8]

l-.nzvm'

VUPP:
(40oC. pH 5.5)

IUPACJ
(50oC. pH 4.8) Variainy

koeficientr

t%l
Aktivital Aktivitaq

lU.g 'l [U.ml I] lu .g-'l [U. ml r]

I

2

3

4

5

6
'7

8

9

Phylacel
Cellulase Sigma
Cellulase Serva
Celuldza SAV (D. Krup6)
Celuldza SAV P20186

Celullza VUPP (D. Krupd)
Celul6za VUPP (Praha)
Celluclast Novo
Celuldza (Kolin 89)

510

220

3420
l6l0
l 300

t610
2500

l 660

203

405

142

2280
2r l0
r 550

t420
2305

2050

222

+ 7,4

+ 6.3

+ 9,1

+ 10.6

+ I1.3

I Enzyme 2- Food Industry Research Institute,3 
-International Union of Pureand Applied

Chemistry. 4 -- Activity, 5 Coeflicient of variation.

Dalej sa overovala metoda vypracovand vo VOPP v Prahe, pri ktorej sa
uvolnen6 redukujirce lStky stanovili Somogyiho-Nelsonovym dinidlom. Ob-
dobne ako pri modifikovanej met6de IUPAC neipecifikuje sa v nej konkr6tny
druh karboxymetylcelulozy ako substr6tu. Analyzovalo sa 9 vzoriek celul6z,
ako substrdt sa pouZila potravin6rska karboxymetylceluloza. Nameran6 C*-
-aktivity sa porovnali s vysledkami ziskanymi metodou IUPAC (tab. I , obr. I ).
Porovnanie met6d zdanlivo zjednodusuje fakt, ze aktivita sa pri oboch met6-
dach definuje v pmol uvolnenych redukujircich l6tok za I minutu, t. j. v U, av5ak

ll



rozdielne je vlastne stanovenie redukujricich ldtok. LiSia sa aj reakdne podmien-
ky. predov5etkym teplota hydrolyzy (40 a 50"C). Rozdiel v pH inkubadnych
zmesi je nepodstatny (pH 5,5 a 4,8). Dalej sa pouZili r6zne substr6ty, a to
potravinfrska CMC a Na-CMC Serva. Ako vyplyva z obr.1, nie je medzi
hodnotami C,-aktivity nameranymi oboma metodami preuk6zatelny lineirny
vzfah.

2000

Cgoktivito met6dou TUPAC tu.g-{l,tu.mt'11

Obr. l. Vzdah medzi hodnotami C.-aktivity pri rdznych enzlmoch. nameranych modifikovanou
metodou IUPAC [8]ametodouVUPPt5l. I -Phylacel.2- CellulaseSigma.3-Cellulaseserva.
4 - Celut6za SAV.5 -- Celuldza SAV P20186.6 Celuliza VUPP D. Kruprir. T Celulirza

VUPP Praha. 8 - Cetluclast Novo. 9 CelulAza Kolin 89.

Fig. L Relation between C,-activity values lor various enzymes. nreasured by IUPAC modified
method [8] and FlRl (Food lndustry Research Institute method) [5].

Dalej sa overila sprevnost' vypoditanej hodnoty aktivity enzimu Celluclast
Novo metodou VUPP perovnanim s deklarovanou aktivitou vyrobcu. Toto
porovnanie umoZfiuje definicia jednotky NCU (Novo-Cellulase-Unit) : I pmol
redukujircich l6tok za I minirtu a velmi podobne reakdn6 podmienky (40 oC, pH
4,8). Postup firmy Novo v5ak pouZiva substr6t CMC Hercules TLFD a stanove-
nie redukujucich l6tok s ferikyanidom. Vzhladom na uvedene rozdiely moZno
kon5tatovaf, Ze nameran6 aktivita 1430 U . g- I (t. j. 1660 U . ml-r) relativne
dobre zodpoved6 deklarovanej aktivite 1500 NCU . g-r.

Pri porovnani nameranej hodntoy C^-aktivity metodou podla VOPP pri
vzorke celul6zy z ich vlastn6ho pracoviska treba zohladnit' skutodnost', Ze aktivi-
ta tejto vzorky je deklarovan6 ako l0 000 mg RL .g-' (RL : redukujirce l6tky)
a nie v U .g-'. Po prepodte nameranej aktivity a vyjadreni tymto sp6sobom sme
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pre vzorku celulAzy z VUPP ziskali hodnotu l3 500 mg RL . g-r. Rozdiel rrredzi
deklarovanou hodnotou moZe byt sp6sobeny predovietkym rozdielnym sub-
stratom. pouZitym na oboch pracovisk6ch (CMC Lovosa. typ TS-20 vo VUPP).

Z vysledkov experimentdlneho overovania modifikovanej metody IUPAC
odporridanej Komisiou pre biotechnologie a so zretelom na jej roziirenie vyply-
va. Ze tento postup moZno navrhnut na stanovenie endoglukan6zovej aktivity
pre udely SpecifikAcie celulolytickych enzymovych preparAtov u nas. Je viak
potrebne Specifikovat v metode konkr6tny druh CMC ako substratu. aby
vysledky z r6znych laboratorii mohli byt porovnatelne. Navrhuje sa overeny
substrdt pre celuldzu firmy Serva Carboxymethylcellulase Na-Salt.

Stanovenie celkovej celulolytickej aktivity (FPA)

Experimentitlne sa overovala metoda stanovenia celkovej celulolytickej akti-
vity, oznadovana ako metoda FPA (Filter Paper Activity). a to modifikAcia
postupu odporucan6ho Komisiou pre biotechnologie pri IUPAC. vypracovana
v Chemickom ustave SAV [8]. Metoda FPA sa overila pri stanoveni aktivity
9 vzoriek celul6z. Prdca sa dalej zamerala na stanovenie reprodukovatelnosti
metody v seridch analyz. Reprodukovatelnost metody FPA sa Statisticky vy-
hodnotila pri 4 vzorkdch enzymov a vypodital sa priemerny variainy koeficient
+ 8,5 (tab.2).

Postup podla metody FPA je jednoduchy, aktivita sa vyjadruje v jednotkirch
sustavy SI (nkat) a hodnota variadneho koeficientu je beZna pri metodach tohto

Tabulka 2. Cclkovir celulotytickii aktivita FPA stauoverrii modifikovanou metodou IUPAC [8]
rable l. rotal cellulolytic activity m 

?:;',,L1lllf;.''',r 
FPA dcrermincd by IUPAC nrodi-

Enzyme. 2 Activity. -l Coefficicrrt ol variation

l3

Errzynrl
Aktivitar Vlriainy

kocficierrtr

[9"]lnkar . g r]
[nkut . ml ']

I

2

4

5

6

7

t3

9

Phylacc'l

Cellulasc Sigma
Ccllulase Scrva
CelulAza SAV (D. Kruph)
Ccluliiza SAV P20,'tl6

Celuliizl VUPP (D. Krupa)
Cclultiza VUPP (Praha)
Cclluclast Novo
CcluLizl (Kolin 89)

620

t74
30_s3

104.3

8t35

634

575

t3_10

l-19

+ 7.9

+ 6.2

+ 10.6

+ 9.4



typu. Met6du stanovenia celkovej celulolytickej aktivity FPA moZno prijaf pre
Specifik6ciu enzymov bez fiprav.

Z praktick6ho hladiska je dhlej vlihodn6, Ze stanovenie celkovej celulolytickei
aktivity FPA, ako aj C--aktivity moZno pri pouZiti modifikovanych metod
IUPAC urobid subeZne podobnlim postupom s kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou
a rozdielnym substr6tom.

Uplatnenie chromolytickych S-testov

Pre stanovenie aktivity celullz sa overovali 2 typy chromolytickych testov,
ktor6 vyvijali a ponirkali niektori vyrobcovia, a to S-testy celulSza celkovd
a S-testy celulaza C* z JZD Slu5ovice a JRD Lehnice. S-testy celul6za celkov6
sa overovali pri stanoveni aktivity enzymu Celluclast Novo, ktory obsahuje tak
exo- ajo aj endo-1,4-B-glukanizovir aktivitu, a to za podmienok hydrolyzy
37"C, pH 4,8 a dasu inkub6rcie I hodina. Pri oboch S-testoch celul6za celkovd
sa v5ak dosiahli merateln6 hodnoty absorbancie len pri neprimerane vysokych
koncentrdci6ch enzymov6ho roztoku (cca 0,1 ml enzymu.ml-'), pridom z6vis-
lostiabsorbancie od koncentr6cie roztoku enzymu boli vfrazne neline6rne. Ani

Obr. 2. Koncentradnd z6vislosf absorbancie supernatantu pri stanoveni aktivity enzymov6ho roz-
toku Celluclast Novo S-testom celul6za C, pochddzajtcim od dvoch vyrobcov: I - JZD Slu5ovice.

2 - JRD Lehnice.

Fig. 2. Concentration behaviour ol supernatant absorbance for determination of activity of enzyme
solution Celluclast Novo by chromolytic S-test cellulase C* originating with 2 producers:

I Cooperative Farm SluSovice, 2 Cooperative Farm Lehnice.
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predlZenim casu hydrolyzy sa nedosiahol line6rny priebeh koncentradnel ziivis-
losti. takZe nie je moZne vypoditaf aktivitu. Z vysledkov laboratorneho overova-
nia vyplynulo,2e analyzovan6 vyrobn6 SarZe S-testu celul6za celkov6 neboli e5te

technicky dorie5en6 pre exaktne stanovenie aktivity.
Pri overovani druheho typu ,S-testu celul6za C, sa rovnaky probl6m nelinedr-

nej koncentradnej z6vislosti absorbancie farebn6ho roztoku po hydrolyze sub-
stretovej tablety prejavil len pri S-teste z JZD Slu5ovice. S-test celuldza C,
z JRD Lehnice naproti tomu tuto chybu nevykazoval, z6vislosd absorbancie od
koncentr6cie enzymu bola linedrna a dosiahla sa vyhovujuca farebn6 reakcia
s enzymovym roztokom pri koncentrdcii en4imu 100-kr6t niZiej ako pri S-teste
celul6za C, z JZD Slu5ovice (obr.2). S-testom celuldza C- z JRD Lehnice sa

urobili analyzy 5 r6znych vzoriek celulolytickych enzymov, urdili sa oblasti
linearity merania (pri vietkych vzork6ch je oblast'linearity v rozsahu absorban-
cie od 0 do 0,5) a vypoditali sa aktivity (tab. 3).

TabuLka 3. Aktivita celulolyticklch enzymov. stanovend.S-testom ccluldza C. (JRD Lehnice)
Table 3. Activitl'olcellulolytic enzymes. a;:.rrilj:;a by S-test cellulase C, (Cooperative Farm

Enzym'

Relativna aktivita:
(37'C. pll 4.8)

Iu
,l

Iu ml ,l

I

2

3

4

5

Cellulase Serva
Celuldza SAV P20,'86

Celul6za VUPP (Praha)

Celluclast NOVO
Celul6za (Kolin 89)

2430

3710

5 100

4 100

7ti0

I Enzyme, 2 Relative activity.

Pri vzorke Celluclast sa stanovila reprodukovateLnosf met6dy v Styroch
seri6ch analyz a vypodital sa variadny koeficient + 4oA. Z porovnania hodn6t
nameranej relativnej aktivity S-testom celuliiza C, s hodnotami C,-aktivity
stanovenymi napriklad sacharog6nnou metodou podl'a VUPP pri uvedenych
5 vzorkAch enzymov v5ak nevyplyva jednoznadnost' moZnosti prepodtu medzi
oboma postupmi pre r6zne enzymy. Okrem rozdielov v pouZitom substrdte
a konkr6tnych reakdnych podmienkach m6Ze byt'tento fakt sp6sobeny pritom-
nost'ou rdznych vedl'aj5ich enzymovych aktivit (napr. podla zdroja enzymu),
v ddsledku doho je aj ich konedny ldinok nerovnaky.

Z vysledkov prdce vyplynulo, Ze len S-test celuldza C^ z JRD Lehnice je
vhodny na stanovenie C, -aktivity a v danej etape vyvoja uplatnitelni napriklad
pri sledovani narastu aktivity pri produkcii enzymu a podobne.
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Main cellulolytic enzymes activity determination in food
and feed enzyme preparations

Summary

ln order to specily enzyme preparations applied to lood and leed industry. investigation and
selection of methods lor determination ol activity ol main cellulolytic enzymes fiom cellulolvtic
complex were carried out. Experimentally. three types ol procedures were verified: endoglucarrase

activity determirration (C.-activity). FPA (Filter Paper Activity) method and chronrolytic S-tests fbr
total cellulase and C.-cellulase. Results obtained bv verification ol a set of enzyme preparation
samples indicate that lbr the purpose of cellulolytic enzymes specification" modified procedures

recommended by Biotechnology Commission ol IUPAC (lrrterrrational Uniorr of Pure and Applied
Chemistry) are suitable.
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