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Stanovenie aktivity hlavnych celulolytickych enzymov
v potravinarskych a krmovinarskych enzymovych preparatoch

EDITA DUDIKOVA

Sihrn. Pre ucely Specifikicie enzymovych preparatoy aplikovanych v potravinar-
skom a krmovinarskom priemysle sa urobil prieskum a vyber metdd na stanovenie aktivity
hlavnych zloziek celulolytického komplexu. Experimentalne sa overili tri typy metod. a to
stanovenie endoglukandzovej aktivity (C,-aktivity). metdda FPA (Filter Paper Activity)
a chromolytické S-testy pre celkovi celulazu a celulizu C. Z vysledkov overovania viace-
rych vzoriek enzymovych preparatov vidiet. ze na ucely $pecifikacie celulolytickych enzymov
su vhodné modifikované postupy odpora¢ané Komisiou pre biotechnologie pri IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry).

Celulazy nachadzaju Siroké uplatnenie pri sacharifikacii a konverzii celuldzo-
vych substratov na krmovinarske ucely. pre potravinarsky a chemicky priemysel
a vo farmacii.

NajvyznamnejsSimi producentmi celulaz su Trichoderma viride, T. reesei,
Myrothecium verucaria, rdzne druhy Aspergillus a pod. Pri kultivacii produké-
nych mikroorganizmov sa do média uvolnuji viaceré enzymy celulolytického
komplexu [1].

Enzymy celulolytického komplexu mozno charakterizovat takto:

C,-celulaza posobi na nativnu celulozu a odStiepuje linearny nerozpustny
glukozovy retazec z neredukujucich koncov retazcov. Uvolnuje krystalicky
usporiadané fibrily vo vlaknach nativnej celulozy.

C,-celulaza neposobi na nativnu celuldzu, ale katalyzuje hydrolyzu modifi-
kovanej celulozy, napr. karboxymetylcelulézy (CMC). celodextrinov. rozdrve-
nej baviny a pod. Generuje neredukujuce konce retazcov.

B-glukozidaza Stiepi disacharid celobiozu na glukozu a odstiepuje glukozu
z nizsich oligomérov.

V zmysle klasifikacie enzymov sa hlavné enzymy celulolytického komplexu
oznacuju takto: C, je exo-1.4-f-glukanaza (1.4B-D-glucan celobiohydrolase.

Ing. Edita Dudikova. Vyskumny ustav potravinarsky. Priemyselna 4. 82006 Bratislava.



EC 3.2.1.91), C, je endo-1.4-f-glukanaza (1.4-(1.3:1.4)-B-D-glucan-4-glucano-
hydrolase. EC 3.2.1.4) a f-glukozidaza (fS-D-glucosido-glucohydrolase. EC
3.2.1.21) [1—3].

Okrem tychto hlavnych aktivit mozu byt v priemyselnych enzymoch dalSie
enzymové aktivity, ktoré katalyzuju hydrolyzu Skrobu. glukinov, xylanov.
pektinov. lipidov a bielkovin.

Analyza a charakterizacia celulolytickych enzymov je znacne stazena oproti
inym skupinam enzymov. nakolko prirodny substrat je nerozpustny a Struktur-
ne variabilny. Velky pocet endoglukanaz a exoglukanaz pdsobi casto synergicky
nedostatofne znamym sposobom, pricom sa tvoria rozne konecné produkty.
Najviac sa prejavuje rozdiel v sposobe uc¢inku celulaz rézneho povodu, najma
medzi celulazami fungalneho a bakterialneho povodu. Vzhladom na tieto taz-
kosti je pochopitelné. Zze v roznych laboratoriach boli vyvinuté najma empiricke
analytické postupy [4].

NajcastejSie pouzivanymi postupmi pri stanoveni aktivity celulolytickych
enzymov st metody zakladajice sa na merani rychlosti tvorby redukujucich
sacharidov pocas inkubacie enzymov s celulozovym substratom, pri ktorom sa
uplatnuje reakcia aldehydickej skupiny sacharidov s kyselinou 3.5-dinitrosalicy-
lovou (DNS). ferikyanidom alebo Somogyiho—Nelsonovym ¢inidlom [2].

Stanovenie endoglukanazovej aktivity

Metoda stanovenia C-aktivity vypracovana vo VUPP v Prahe [5] sa zaklada
na hydrolyze roztoku karboxymetylcelulozy (CMC) pri 40°C a pH 5.5 pocas 30
minut, pricom sa redukujice latky stanovia Somogyiho—-Nelsonovym ¢inidlom.
Rovnaky postup uvadza firma Serva [6].

Najvidcsi europsky vyrobca enzymov firma Novo-Industri pouziva podobny
postup. pre hydrolyzu vSak definuje konkrétny substrat CMC 7 L2 firmy Herku-
les (USA). Uvolnené redukujuce latky sa stanovia kolorimetricky reakciou
s ferikyanidom. Jednotka aktivity je | NCU (Novo-Cellulase-Unit) [7].

Velmi podobny variant metddy stanovenia aktivity endo-1,4-f-glukanazy
odporuca Komisia pre biotechnologie pri IUPAC [4]. Ako substrat sa pouziva
CMC ako v postupe Novo-Industri, redukujuce latky sa vSak stanovia kyseli-
nou 3.5-dinitrosalicylovou. Hydrolyza substratu prebieha pri teplote 50 °C.

Z metody TUPAC vychadza aj modifikacia vypracovana v Chemickom
ustave SAV [8]. ale sa nedefinuje konkrétny druh CMC ako v povodnej verzii.
Hodnota nameranej C -aktivity vSak vo velkej miere zavisi od stupna substiti-
cie (karboxymetylacie) pouzitého substratu. Vzhladom na tato skutoc¢nost nie
je mozné priamo porovnat namerané hodnoty C, -aktivity s adajmi literatury.
Na stanovenie uvolnenych redukujucich sacharidov sa pouziva kyselina 3,5-di-
nitrosalicylova. Aktivita sa vyjadruje v umol. min~'.ml™", t.j. v U.ml™ ",
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Stanovenie aktivity FPA (Filter Paper Activity)

Druhym typom casto pouzivanych metdd v praxi su modifikacie stanovenia
FPA (2, 4, 5, 8]. Pri analyze metddou FPA sa ako substrat pouziva filtracny
papier Whatman 1. Uvolnené redukujuce sacharidy sa stanovia kolorimetricky
kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou. Aktivita sa vyjadruje v U.ml ' [8].

Viskozimetrické stanovenie aktivity

Viskozimetricke metody pouzivaji ako substrat rozpustnu karboxymetyl-
celulozu [2, 4, 9]. Viskozimetrickd metoda je uvedena napriklad v normach
SRN pre enzymoveé preparaty [10]. Obdobny postup uvadza Bergmeyer [2]
a FAO/WHO pre $pecifikiciu enzymov [9]. Metoda je Specificka pre endo-1.4-
-B-glukanazy, nedochadza k interferencii exoglukanazami, avsak postup je pre
prax velmi narocny [2]. Inu viskozimetrickii metodu pouziva holandska firma

Quest [11].
Chromolytické S-testy

Nedavno sa u nas vyvinuli tabletové testy na stanovenie aktivity celulaz.
ktoré maji umoznit predovSetkym rutinné analyzy [12, 13]. S-testy su dvojake-
ho druhu: S-test celulaza C, na stanovenie celkovej celulolytickej aktivity
a S-test celulaza C_ na $pecifické stanovenie endo-1,4-f-glukanazy.

Material a metody

Pouzili sa vzorky enzymovych preparatov: Celluclast 1,5 L Novo Industri
(Trichoderma reesei), Cellulase 0,56 U.mg ™' Serva (Penicillium citroviride),
Cellulase Type II | unit.mg~' Sigma (Aspergillus niger), Phylacel Phylaxia
(Helmintosporium sativum), Celulaza VUPP Praha — Dolna Krupa (Trichoder-
ma viride), Celulaza VUPP Praha 10000 mg RL.g~" (Trichoderma reesei CC
I1), Celulaza CHU SAV — Dolna Krupa (Trichoderma reesei), Celulaza SAV
P 20/86 (Trichoderma reesei), Celulaza 89 kvapalna Kolin (Trichoderma reesei).
Vicsina chemikalii pochddza z firmy Lachema Brno. Dalej sa pouzila Carboxy-
methylcellulose x Na-Salt Serva a potravinarska karboxymetylceluloza zo skro-
barni Havlickiv Brod. S-testy celulaza C, a celulaza C, pochadzali z JZD
Agrogen SluSovice a JRD Agrokombinat Lehnice.



Stanovenie karboxymetylcelulazovej aktivity C, podla VUPP [5]

Metdda sa zaklada na enzymovej hydrolyze roztoku karboxymetylcelulozy
(CMC) a stanoveni uvolnenych redukujucich latok Somogyiho—Nelsonovym
¢inidlom.

Definicia — jednotka aktivity U je mnozsvo enzymu, ktoré za danych pod-
mienok uvolni z CMC redukujuce latky s reduk¢nou schopnostou zodpoveda-
jucou 1 pmol glukdzy za 1 minatu.

Roztoky:

a) Acetatovy tlmivy roztok (I mol.17"), pH 5.5.

b) Substrat: 0,625 g potravinarskej] CMC sa rozpusti v 50 ml H,O pri 60 °C,
po ochladeni sa pridal0 ml acetatového tlmivého roztoku pH 5.5 a objem sa
doplni na 100 ml vodou.

¢) Somogyiho ¢inidlo:
roztok A — rozpusti sa 24 g bezvodého Na,CO,, 16 g NaHCO;, 12 g vinanu

Na-K a 144 g Na,SO, v destilovanej vode na objem 800 ml,
roztok B — 4 g CuSO, . 5H,0 a 36 g Na,SO, sa rozpusti v destilovanej vode na
objem 200 ml.
Roztoky A a B sa uchovavaju oddelene, pred pouzitim sa zmiesaju v pome-
re 4:1.

d) Nelsonovo ¢inidlo: 25 g molybdénanu aménneho sa rozpusti v 450 ml
destilovanej vody, prida a 21 ml koncentrovanej H,SO, a roztok 3 g Na,HAsO, .
.7H,O v 25ml vody. Roztok sa necha stat 48 hodin pri 37°C. Uchovava sa
v tmavej flasi.

Postup. Enzymova hydrolyza prebieha pri 40 °C 30 minut v inkubacnej zmesi
obsahujucej 4 ml vytemperovaného substratu a 1 ml vhodne zriedené¢ho enzy-
mu. Reakcia sa zastavi pridavkom 1 ml Somogyiho ¢inidla a po 20-mintatovom
vare a ochladeni sa prida 1 ml Nelsonovho ¢inidla. Po doplneni vodou na 25 ml
sa meria absorbancia v 1 cm kyvete pri 500 nm. Stcéasne sa urobi slepy pokus,
pri ktorom sa vzorka enzymu pridava az po inkubdcii a po pridani Somogyiho
¢inidla.

Kalibracna c¢iara. K 1 ml roztokov glukdzy, ktoré obsahuju 50 az 300 pg
glukozy, sa pridaju 4 ml vody a 1 ml Somogyiho ¢inidla. Dalsi 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.

Vypocet aktivity:
Kvapalné enzymove preparaty:



G.R

C,-aktivita =
30.180

[U.ml"].

Tuhé enzymové preparaty:

&, -aktivitn, = —2 00 T ol
30.180. N

kde G je glukoza z kalibracnej ¢iary (ug), R — riedenie enzymu, N — mnozstvo
enzymu v 1 ml roztoku (mg), 30 — prepocet na 1 minutu, 180 — prepocet na
umol glukozy, 1000 — prepocet na 1 g enzymu.

Stanovenie karboxymetylcelulazovej (endoglukanazovej) aktivity C, podla [8]

Postup sa zaklada na enzymovej hydrolyze roztoku karboxymetylcelulozy
(CMC) a na spektrofotometrickom stanoveni uvolnenych redukujucich latok
kyselinou 3.5-dinitrosalicylovou (DNS).

Definicia — jednotka aktivity U je mnozstvo enzymu. ktoré za danych
reakénych podmienok uvolni 1 pmol ekvivalentov glukozy za 1 minttu.

Roztoky:

a) Citratovy tlmivy roztok (0,05mol.17"), pH 4.8.

b) DNS-c¢inidlo: 10.6 g kyseliny 3.5-dinitrosalicylovej a 19,8 ¢ NaOH sa
rozpusti v 1416 ml destilovanej vody. Po rozpusteni sa prida 306 g vinanu
sodno-draselného. 7.6 ml fenolu skvapalneného pri 50°C a 8,3 g Na-S,0;. Po
rozpusteni za mieSania na magnetickej mieSacke sa pH upravi tak, ze sa 3 ml
odobratého ¢inidla titruju s roztokom HCI (0,1 mol.17") na fenolftalein a na
kazdy spotrebovany ml roztoku HCl pri titracii sa do roztoku ¢inidla pridaju 2 g
NaOH. DNS-¢inidlo sa uchovava v tme pri izbovej teplote.

Postup. Enzymova hydrolyza prebieha 30 minut pri 50 °C v sérii skumaviek
obsahujucich 0,1, 0,2 a 0,5 ml vhodne riedeného enzymu a doplnenych na objem
0,5 ml citratovym tlmivym roztokom o pH 4.8 po pridani substratu, t. j. 0,5 ml
vytemperovaného roztoku Na-karboxymetylcelulozy Serva (20 g.17") v citrato-
vom tlmivom roztoku. Po zastaveni reakcie pridavkom 3 ml DNS-¢inidla sa
obsah skumaviek povari 5 mintt vo vodnom kupeli a do kazdej skimavky sa
prida 15 ml destilovanej vody. Absorbancia sa meria v 0,5cm kyvetach pri
550 nm oproti slepému pokusu, ktory obsahuje namiesto enzymu destilovanu
vodu. Sucasne sa do pokusu zaradi vzorka so Standardom glukdzy 0,5 mg
v 1 ml vody.

Vypocet aktivity. Podobne ako v pripade stanovenia FPA nie je mnozstvo
uvolnenych redukujucich latok v celom rozsahu priamo umerné koncentracii
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enzymu v reakénej zmesi. Preto sa na vypocet aktivity urcilo kritické mnozstvo
enzymu, ktoré uvolni z 10 mg substratu 0.5 mg glukozy (5 % konverzia). Kritic-
ké mnozstvo enzymu V sa zisti extrapolaciou z grafu pre absorbanciu zodpove-
dajucu 0.5 mg glukozy.

Kvapalné enzymoveé preparaty:

0.5.R _ 00926 ,
0.18.30.V,  V,

C.-aktivita = [U.ml™"]

Tuhe enzymové preparaty:

0.0926

4 T

'k.[

C, -aktivita =

1000[U . g .

kde V, je kritické mnozstvo enzymu (ml), R — riedenie enzymu, N — mnozstvo
enzymu v 1 ml roztoku (mg), 1000 — prepocet na 1 g enzymu.

Stanovenie aktivity FPA (Filter Paper Activity) [8]

Metdda je zalozena na enzymovej hydrolyze filtraéného papiera ako substra-
tu a na spektrofotometrickom stanoveni celkového mnozstva uvolnenych redu-
kujucich latok v hydrolyzate kyselinou 3.5-dinitrosalicylovou (DNS).

Definicia — jednotka aktivity 1 nkat je mnozstvo enzymu, ktoré za danych
reakénych podmienok uvolni | nmol glukdzy za sekundu.

Roztoky:

a) Citratovy timivy roztok (0.05mol.1""), pH 4.8.

b) DNS-¢inidlo ako je opisané v predchadzajucom postupe.

Postup. Enzymova hydrolyza prebieha tak, ze do skumaviek obsahujucich
0.1. 0.2 a 0.5ml vhodne riedené¢ho roztoku enzymu a doplnenych na objem
1.5 ml citratovym tlmivym roztokom pH 4,8 sa po vytemperovani na 50°C
prida skruteny pruzok filtracného papiera Whatman 1 rozmerov asi 1 x 6 cm,
t.j. asi 50 mg. Zmes sa premiesa, inkubuje sa 60 minut pri 50 °C bez mieSania
a hydrolyza sa zastavi pridanim 3 ml DNS-¢inidla. Farebna reakcia s DNS-
-¢inidlom prebehne vo vriacom vodnom kupeli po¢as 5 minut, pred meranim sa
vzorky riedia pridanim 15 ml vody. Absorbancia sa meria pri 550 nm v 0,5 cm
kyvetach oproti slepému pokusu, v ktorom sa namiesto enzymu pouzila destilo-
vana voda. Sucasne sa do pokusu zaradi vzorka so $tandardom glukézy 2 mg
v 1.5ml vody.

Nakolko pri hydrolyze celulozy (filtraéného papiera) nie je mnoZstvo uvolne-
nych redukujicich latok v celom rozsahu priamo umerné mnozstvu enzymu
v reakénej zmesi, arbitrarne sa stanovilo, ze pre vypocet FPA aktivity sa bude
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povazovat kritické mnozstvo enzymu, ktoré uvolni z 50 mg substratu 2 mg
ekvivalentov glukozy. Kritické mnozstvo enzymu ¥V, (ml) sa zisti extrapolaciou
z grafu pre absorbanciu zodpovedajucu 2 mg glukozy.

Vypocet aktivity:

Kvapalné enzymové preparaty:
0.185.16,7.R 3,08

R [nkat.ml™'"].
v, v,

FPA =

Tuhé enzymové preparaty:

3,08

,

/-

FPA =

1000 [nkat.g~'].

kde V, je kritické mnozstvo enzymu (ml), R — riedenie enzymu, N — mnozstvo
enzymu v | ml roztoku (mg), 1000 — prepocet na 1 g enzymu.

Chromolytické S-testy [12, 13]

Zakladny postup stanovenia enzymovej aktivity S-testom je rovnaky pre
S-test celulaza celkova a S-test celulaza C,. Zaklada sa na merani intenzity
sfarbenia degradac¢nych produktov, ktoré sa vytvoria poc¢as enzymovej hydroly-
zy tablety obsahujucej prislusny substrat s kovalentne viazanym farbivom.
Substratom pre S-test celulaza celkova je nerozpustna mikrokrystalicka celulo-
za, pre S-test celulaza C, hydroxyetylceluloza.

Definicia. Jednotka aktivity u je relativna aktivita, ktora zodpoveda 1 mg
chromolytického substratu, zhydrolyzovanému za 1 hodinu.

Roztoky:

a) citratovy tlmivy roztok (0,05mol.1""), pH 4.8,

b) zastavovaci roztok: 10 g Na,CO, sa rozpusti v 900 ml vody a prida sa
100 ml acetonu.

Postup. Do konickej centrifugacnej kyvety, ktora obsahuje 0,3 ml timivého
roztoku a 0,2 ml vhodne riedenej vzorky enzymu sa po vytemperovani prida
substratova tableta a zmes sa inkubuje pri 37 °C 60 minut bez mieSania. Reakcia
sa zastavi pridavkom3 ml zastavovacieho roztoku a zmes sa po 5 minutach
odcentrifuguje. Meria sa absorbancia supernatantu pri 620 nm oproti slepému
pokusu, pri ktorom sa roztok enzymu prida az po pridani zastavovacieho
roztoku.

Vypocet aktivity:

Kvapalné enzymové preparaty:



. AN y
Relativna aktivita = (5—(;> o A 58 == A 25-10°- Ru-ml ]

Tuhé enzymové preparaty:

Relativna aktivita = A4, 25-10°u-g™ "]
A - N
kde A je absorbancia vzorky, 4, — absorbancia odpovedajica celkom zhydro-
lyzovanému chromolytickému substratu v tablete; je deklarovana pre kazdu
vyrobnu $arzu testu, N — mnozstvo enzymu v 1 ml roztoku (mg), R — riedenie
enzymu, 50 — mnozstvo modifikovaného substratu v 1 tablete (mg), 5 —
prepocet na objem vzorky | ml.

Vysledky a diskusia

Metody stanovenia C, aktivity

Na stanovenie endoglukanazovej aktivity (C,-aktivity, karboxymetylcelula-
zovej aktivity) v enzymoch pre potravinarsky priemysel sa za u¢elom overenia
a vyberu rozpracovali dve metody:

— metoda ITUPAC, modifikovana v Chemickom ustave SAV [8],

— metoda VUPP [5].

Nakolko sa v su¢asnosti obe metody pouzivaju na ¢s. pracoviskach, ktoré sa
venuju vyskumu, produkcii a aplikacii celulaz, je otazka ich vzajomného porov-
nania aktualna.

Na overenie metody TUPAC, modifikovanej v Chemickom Ustave SAV, sa
pouzilo 9 vzoriek roznych celulolytickych enzymov, medzi nimi aj vzorky
celulaz vyvijanych na Cs. pracoviskach. Na rozdiel od povodnej metody IUPAC
sa pri tejto modifikacii neSpecifikuje konkrétny druh Na-karboxymetylcelulozy
ako substratu. Upozornuje sa vSak na to, Ze hodnota nameranej C,-aktivity
vyrazne zavisi od stupna karboxymetylacie pouzitého substratu; substraty
s vy$8im stupfiom substitucie su menej pristupné uc¢inku endoglukanazy. Preto
nie je mozné exaktne porovnat namerané hodnoty C, -aktivity s idajmi uvadza-
nymi v literatare, ak nebol pouzity rovnaky druh Na-CMC [8].

Pre vSetky vzorky sa experimentalne vyhladali také koncentracie enzymo-
vych roztokov, aby hodnoty absorbancie po hydrolyze substratu Na-CMC
Serva (20 g.17', pH 4,8) a reakcii s DNS-¢inidlom boli len 0 malo nizsie a o malo
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vysSie ako je absorbancia Standardného mnozstva glukoézy, t. j. 0,5 mg. Ukazalo
sa, ze vzhladom na nelinearnost zavislosti absorbancie od koncentracie enzymu
Je vSak aj pri extrapolacii na absorbanciu $tandardu glukézy riziko nespravneho
vvhodnotenia znac¢né. KedZe absorbancia Standardu glukdzy je za podmienok
metody velmi nizka, t. j. 0,08, z merani vyplyva, Ze hodnoty absorbancie enzy-
movych roztokov na vypocet aktivity musia byt velmi blizko tejto hodnote (od
0.05 do 0,11), inak dochadza k velkym rozdielom pri vypocte aktivity. Vié§ina
vzoriek sa analyzovala niekolkokrat a vyhodnotila sa reprodukovatelnost na-
meranych hodnét aktivity C,-celulazy.

Reprodukovatelnost sa pre jednotliveé enzymy lisi, priemerny variaény koefi-
cient je asi + 9 % (tab. 1).

Tabulka 1. Porovnanie hodndt C,-aktivity réznych celulolytickych enzymov, stanovenych
podla VUPP [5] a modifikovanou metédou ITUPAC (8]
Table I. Comparison between C,-activities of various cellulolytic enzymes. determined accor-
ding to Food Industry Research Institute FIRI [5] and by [UPAC modified method [8]

VUPP? IUPAC?
(40°C, pH 5.5) (50°C, pH 4.8) Variacny
“nzym' ; ; koeficient®
Enzym Aktivita® Aktivita® Oe[u(:]m
(U.g™] [[Uml"]| [U.g™]|[U.ml™]
1 Phylacel 510 -— 405 — +74
2 | Cellulase Sigma 220 — 142 — + 6.3
3 | Cellulase Serva 3420 - 2280 —
4 | Celulaza SAV (D. Krupa) 1610 —_ 2110 —
5 | Celulaza SAV P20/86 1300 - 1550 — + 9.1
6 | Celuliza VUPP (D. Krupa) 1670 = 1420 — —
7 | Celulaza VUPP (Praha) 2500 — 2305 — + 10.6
8 | Celluclast Novo - 1660 —- 2050
9 | Celulaza (Kolin 89) — 203 - 222 + 113

I — Enzyme 2 — Food Industry Research Institute, 3 — International Union of Pure and Applied
Chemistry, 4 — Activity, 5 — Coefficient of variation.

Dalej sa overovala metéda vypracovana vo VUPP v Prahe, pri ktorej sa
uvolnené redukujice latky stanovili Somogyiho-Nelsonovym ¢inidlom. Ob-
dobne ako pri modifikovanej metdde TUPAC nespecifikuje sa v nej konkrétny
druh karboxymetylcelulozy ako substratu. Analyzovalo sa 9 vzoriek celulaz,
ako substrat sa pouzila potravinarska karboxymetylceluléza. Namerané C, -
-aktivity sa porovnali s vysledkami ziskanymi metddou TUPAC (tab. 1, obr. 1).
Porovnanie metoéd zdanlivo zjednodusuje fakt, ze aktivita sa pri oboch meto-
dach definuje v pmol uvolnenych redukujucich latok za 1 minttu, t. j. v U, aviak
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rozdielne je vlastné stanovenie redukujucich latok. Lisia sa aj reak¢né podmien-
ky, predovsetkym teplota hydrolyzy (40 a 50°C). Rozdiel v pH inkubac¢nych
zmesi je nepodstatny (pH 5,5 a 4.8). Dalej sa pouzili rozne substraty, a to
potravinarska CMC a Na-CMC Serva. Ako vyplyva z obr. 1, nie je medzi
hodnotami C,-aktivity nameranymi oboma metodami preukazatelny linearny
vztah.

40001~ .

C,caktivita metodou VUPP [U.gTIUmLY]

7
of
//
Zow— 6 //’6 ]
o7 %y
_-7" 05
1 -7
2 _»°
L | I
0 1000 2000

Cy-aktivita metédou 1UPAC [UGTIUmC)

Obr. 1. Vztah medzi hodnotami C,-aktivity pri roznych enzymoch, nameranych modifikovanou
metodou IUPAC [8] a metodou VUPP [5]. 1 — Phylacel, 2 — Cellulase Sigma. 3 — Cellulase Serva.
4 — Celulaza SAV. 5 — Celulaza SAV P20/86. 6 — Celulaza VUPP - D. Krupa. 7 Celulaza
VUPP Praha. 8 — Celluclast Novo. 9 — Celulaza Kolin 89.
Fig. 1. Relation between C,-activity values for various enzymes, measured by [TUPAC modified
method [8] and FIRI (Food Industry Research Institute method) [5].

Dalej sa overila spravnost vypocitanej hodnoty aktivity enzymu Celluclast
Novo metddou VUPP porovnanim s deklarovanou aktivitou vyrobcu. Toto
porovnanie umoznuje definicia jednotky NCU (Novo-Cellulase-Unit) = | pmol
redukujucich latok za 1 minttu a velmi podobné reak¢éné podmienky (40 °C, pH
4,8). Postup firmy Novo vSak pouziva substrat CMC Hercules 7LFD a stanove-
nie redukujucich latok s ferikyanidom. Vzhladom na uvedené rozdiely mozno
konstatovat, e namerana aktivita 1430 U.g™" (t.j. 1660 U.ml™") relativne
dobre zodpoveda deklarovanej aktivite 1500 NCU . g~

Pri porovnani nameranej hodntoy C,-aktivity metodou podla VUPP pri
vzorke celulazy z ich vlastného pracoviska treba zohladnit skutoc¢nost, Ze aktivi-
ta tejto vzorky je deklarovana ako 10000 mg RL.g ' (RL = redukujuce latky)
aniev U.g . Po prepocte nameranej aktivity a vyjadreni tymto spésobom sme
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pre vzorku celulizy z VUPP ziskali hodnotu 13 500 mg RL . g~ '. Rozdiel medzi
deklarovanou hodnotou mdze byt sposobeny predovsetkym rozdielnym sub-
stratom, pouzitym na oboch pracoviskach (CMC Lovosa, typ TS-20 vo VUPP).

Z vysledkov experimentalneho overovania modifikovanej metody [TUPAC
odporucanej Komisiou pre biotechnologie a so zretelom na jej rozsirenie vyply-
va, 7e tento postup mozno navrhnit na stanovenie endoglukanazovej aktivity
pre ucely Specifikacie celulolytickych enzymovych preparatov u nas. Je viak
potrebné Specifikovat v metdde konkrétny druh CMC ako substratu, aby
vysledky z roznych laboratorii mohli byt porovnatelné. Navrhuje sa overeny
substrat pre celulazu firmy Serva Carboxymethylcellulase Na-Salt.

Stanovenie celkovej celulolytickej aktivity (FPA)

Experimentalne sa overovala metdda stanovenia celkovej celulolytickej akti-
vity, oznacovana ako metdéda FPA (Filter Paper Activity). a to modifikacia
postupu odporuc¢aného Komisiou pre biotechnologie pri [UPAC. vypracovana
v Chemickom ustave SAV [8]. Metoda FPA sa overila pri stanoveni aktivity
9 vzoriek celuldz. Praca sa dalej zamerala na stanovenie reprodukovatelnosti
metody v sériach analyz. Reprodukovatelnost metoédy FPA sa Statisticky vy-
hodnotila pri 4 vzorkach enzymov a vypocital sa priemerny varia¢ny koeficient
+ 8.5 (tab. 2).

Postup podla metody FPA je jednoduchy, aktivita sa vyjadruje v jednotkach
sustavy SI (nkat) a hodnota variacného koeficientu je bezna pri metodach tohto

Tabulka 2. Celkova celulotyticka aktivita FPA stanovena modifikovanou metodou TUPAC [8]
Table 2. Total cellulolytic activity as Filter Paper Activity FPA determined by TUPAC modi-
fied method [8]

Aktivita® Variacny
Enzym' koeficient”
[nkat.g '] [nkat.ml '] - [%]
I | Phylacel 620
2 | Cellulase Sigma 174
3 | Cellulase Serva 3053
4 | Celulaza SAV (D. Krupa) 1043 +79
S | Celulaza SAV P20/86 885 + 6.2
6 | Celulaza VUPP (D. Krupa) 634
7 | Celulaza VUPP (Praha) 575
8 | Celluclast Novo 1330 + 10.6
9 | Celulaza (Kolin 89) - 139 +94
| Enzyme. 2  Activity. 3 Coefficient of variation.



typu. Metodu stanovenia celkovej celulolytickej aktivity FPA mozno prijat pre
Specifikaciu enzymov bez Uprav.

Z praktického hladiska je dalej vyhodné, Ze stanovenie celkovej celulolytickej
aktivity FPA, ako aj C,-aktivity mozno pri pouziti modifikovanych metod
ITUPAC urobit subezne podobnym postupom s kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou
a rozdielnym substratom.

Uplatnenie chromolytickych S-testov

Pre stanovenie aktivity celulaz sa overovali 2 typy chromolytickych testov,
ktoré vyvijali a ponukali niektori vyrobcovia, a to S-testy celulaza celkova
a S-testy celulaza C, z JZD Slusovice a JRD Lehnice. S-testy celulaza celkova
sa overovali pri stanoveni aktivity enzymu Celluclast Novo, ktory obsahuje tak
exo- ajo aj endo-1,4-B-glukanazovu aktivitu, a to za podmienok hydrolyzy
37°C, pH 4,8 a casu inkubacie 1 hodina. Pri oboch S-testoch celulaza celkova
sa v8ak dosiahli meratelné hodnoty absorbancie len pri neprimerane vysokych
koncentraciach enzymového roztoku (cca 0,1 ml enzymu.ml "), pri¢om zavis-
losti absorbancie od koncentracie roztoku enzymu boli vyrazne nelinearne. Ani

absorbancia Agpg nm

| 1 | |
0 01 02 03 04 o

| | | Il
0 0001 0002 0003 0004 e

koncentracia enzymu [ml.m(!]

Obr. 2. Koncentra¢na zavislost absorbancie supernatantu pri stanoveni aktivity enzymového roz-
toku Celluclast Novo S-testom celulaza C, pochadzajicim od dvoch vyrobcov: I — JZD SluSovice.
2 — JRD Lehnice.

Fig. 2. Concentration behaviour of supernatant absorbance for determination of activity of enzyme
solution Celluclast Novo by chromolytic S-test cellulase C, originating with 2 producers:
1 — Cooperative Farm Slusovice, 2 — Cooperative Farm Lehnice.
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predizenim ¢asu hydrolyzy sa nedosiahol linearny priebeh koncentraénej z4vis-
losti, takZze nie je mozné vypocitat aktivitu. Z vysledkov laboratorneho overova-
nia vyplynulo, ze analyzované vyrobné Sarze S-testu celulaza celkova neboli eSte
technicky doriesené pre exaktné stanovenie aktivity.

Pri overovani druhého typu S-testu celulaza C, sa rovnaky problém nelinear-
nej koncentrac¢nej zavislosti absorbancie farebného roztoku po hydrolyze sub-
stratovej tablety prejavil len pri S-teste z JZD SluSovice. S-test celulaza C,
z JRD Lehnice naproti tomu tuto chybu nevykazoval, zavislost absorbancie od
koncentracie enzymu bola linearna a dosiahla sa vyhovujica farebna reakcia
s enzymovym roztokom pri koncentracii enzymu 100-krat nizsej ako pri S-teste
celulaza C, z JZD Slusovice (obr. 2). S-testom celulaza C, z JRD Lehnice sa
urobili analyzy 5 roznych vzoriek celulolytickych enzymov, urcili sa oblasti
linearity merania (pri vSetkych vzorkach je oblast linearity v rozsahu absorban-
cie od 0 do 0,5) a vypocitali sa aktivity (tab. 3).

Tabulka 3. Aktivita celulolytickych enzymov. stanovena S-testom celulaza C, (JRD Lehnice)
Table 3. Activity of cellulolytic enzymes, determined by S-test cellulase C, (Cooperative Farm

Lehnice)
Relativna aktivita’
Enzym' (37°C. pH 4.8)
[u.g [u.ml ']

1 | Cellulase Serva 2430 -

2 | Celulaza SAV P20/86 3710

3 | Celulaza VUPP (Praha) 5100 =

4 | Celluclast NOVO 4100
5 | Celulaza (Kolin 89) 780

1 Enzyme, 2 — Relative activity.

Pri vzorke Celluclast sa stanovila reprodukovatelnost metody v Styroch
seriach analyz a vypocital sa varia¢ny koeficient + 4 %. Z porovnania hodnot
nameranej relativnej aktivity S-testom celulaza C, s hodnotami C_ -aktivity
stanovenymi napriklad sacharogénnou metédou podla VUPP pri uvedenych
5 vzorkach enzymov vSak nevyplyva jednoznacnost moznosti prepo¢tu medzi
oboma postupmi pre rozne enzymy. Okrem rozdielov v pouzitom substrate
a konkrétnych reak¢nych podmienkach méze byt tento fakt spésobeny pritom-
nostou roznych vedlajSich enzymovych aktivit (napr. podla zdroja enzymu),
v désledku ¢oho je aj ich konecny ucinok nerovnaky.

Z vysledkov prace vyplynulo, ze len S-test celulaza C, z JRD Lehnice je
vhodny na stanovenie C,-aktivity a v danej etape vyvoja uplatnitelny napriklad
pri sledovani narastu aktivity pri produkcii enzymu a podobne.
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Do redakcie doslo 31. 10. 1991

Main cellulolytic enzymes activity determination in food
and feed enzyme preparations

Summary

In order to specify enzyme preparations applied to food and feed industry. investigation and
selection of methods for determination of activity of main cellulolytic enzymes from cellulolytic
complex were carried out. Experimentally. three types of procedures were verified: endoglucanase
activity determination (C -activity). FPA (Filter Paper Activity) method and chromolytic S-tests for
total cellulase and C,-cellulase. Results obtained by verification of a set of enzyme preparation
samples indicate that for the purpose of cellulolytic enzymes specification. modified procedures
recommended by Biotechnology Commission of TUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) are suitable.




Onpenesienne aKTHBHOCTH OCHOBHBIX LE.LTHO.I0.THTHYECKHX depyenToB
B MHLIEBbIX H KOPMOBbLIX (epMeHTHBIX Npenapatax
Pe3rome

s ueaelt cneundukanuy GepMEHTHBIX TPEMAPATOB MPHMEHSCMBIX B THIIEBOI H KOPMOBOI
IPOMBILLITEHHOCTAX ObLI0 CIETAHO HCCICI0BAHHE M 1M0100p METOI0B ONpeIeIeHHs dKTHBHOCTH
OCHOBHBIX HacTeil pepMEHTOB LETTHO IO IMTHYSCKOTO KOMILIEKCA. DKCTICPHMEHTATLHO ObLTH Mpo-
BePEeHb! TPH THMA METOI0B: OTpeleIeHHe IHIOT TFOKOHA30BOH aKTHBHOCTH (C -aKTHBHOCTH): Me-
T01 FPA (Filter Paper Activity) H XpOMOIHTHYECKHE S-TeCThI 1715 00LIeH He 1 TH.1a3bl 1 e 1TH T
3b1 C,. M3 pe3y1bTaToB MpoBepKH Pila Mpod HepMEHTHBIX MPEMAPATOB BBIXOTHT. UTO 118 11C.1¢HT
crietHGUKALHMH LET TR0 IO THTHYECKHX (PEPMEHTOB MOIXOIALIHMH SBISFOTCS MOIHPHIHPOBAHHBIC
MeTO1bl. KOTOpble pekomenayeT Komucus 11 duotexHo1oruu npi [UPAC (International Union
of Pure and Applied Chemistry).



