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OVOoD

Roznorodost celulolytickych enzymov a ich sub-
stratov a nepoznanie substrdatovej Specificity tych-
to enzymov viedla v minulosti k vzniku pocetnych
analytickych metad [1, 2]. VSetky celulolytické en-
zymy Stiepia 4-1,4-glukozidické vazby a odlisuju sa

579.663

specificitou k Struktdram obsahujicim tieto vézby.
Plesiiové mikroorganizmy vytvarajua tri- typy celu-
lolytickych enzymov: endoglukanédzu (1,4-§-D-glu-
kan-glukanohydrolaza, EC 3.2.1.4), celobiohydrola-
zu [1,4-5-D-glukan- -celobiohydrolaza, EC 3.2.1.91} a
g- ghlkDZlddZLl (8-D- glukozid-glukohydroldza, EC
391 21) [3]. Suhstmtova spe(muta tychto enzy-
mov je uvedend v tabulke 1.
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Tabulka 1. Hydrolyza rozliénych substrdtov celulolytic-
kymi enzymami (3).

| Substrat
Tasin Kll:y!'i" } Karboxy- | 4 orfni Celote Celo-
“:k.‘ metyl- celuléza traéza hiéza
celuloza celuléza
endoglukandza — + I 1 s
celobiohydroliza + — } 1y i
f-glukozidaza — ! — - + +

Okrem tychto enzymov existuji zmienky o vy-
skyte stopovej aktivity glukan-glukohydrolazy (1,4-
--D-glukan-glukohydroldaza, EC 3.2.1.74) [3]. En-
zym odStepuje glukézové zbytky z neredukujaceho
konca celulézového retazca. Utinkuje na celuldzu
nabobtnant v kyseline fosforetnej, na celooligosa-
charidy a karboxymetylcelulozu (KMC). Celuloly
ticky systém baktérii je podstatne jednoduchsi
ako u hub, baktérie produkuji len endoglukandzu
a $-glukozidazu [3].

Met3dy na stanovenie aktivit celulolytickych en-
zgmov si vieobecne zaloZené na stanoveni reduku-
jacich skupin sacharidov uvolnenych z nativnej
formy celulézy alebo z jej modifikacii [4]. AvSak
tieto metédy st nedpecifické pre endo-1,4-§-gluka-
ndzy, pretoZe interferuji s tcinkom B-glukanaz
posobiacich exo-mechanizmom (1,5). Viskozime-
trické [6—8] a nefelometrické [9, 10] metdédy st
Specifickejsie, ale nevhodné pre stanovenie neroz-
pustnych enzymov a pre rutinnd précu. V tabulke 2

Tabulka 2. Metody stanovenia celulolytickych aktivit

MATERIAL A METODY

V préaci bol pouZity zmesny celulolyticky prepa-
rat (produkény kmen Trichoderma viride), ktory
pod nédzvom ,,Celuldaza“ vyvinul V§skumny dstav
poiravindrskeho priemyslu, Praha a vyrobeny bol
v bioprevddzke JRD Petrova Ves (okres Senica).
Enzymovy preparat bol pondknuty pre pivovarskeé
ucely na zlep3enie filtrovatelnosti piva. Preparat
bol v praskovej forme a na stanovenie celuldzovej
aktivity C, bol pripraveny 0,15 % roztok vo fosfa-
tovom tlmivom roztoku (0,05 mol.1-?; pH 5,0).

Tabletovy S-test Celuldza C, bol dodany na po-
7iadanie z JZD Agrokombindtu (Agrogén), Sludovi-
ce a dodava ho Bioeffect Lehnice. Tablety obsaho-
vali ako chromolyticky substrat hydroxyetylcelul6-
zu. Enzymova reakcia s S-testom Celuldza C, sa
zastavila pridavkom zastavovacieho roztoku o zlo-
Zeni 10 g uhli¢itanu sodného v 900 ml destilovanej
vody a 100 ml acetéonu. K metéde S-test bola po-
uZitd referentnd metoda s karboxymetylcelulozou
(15 mg . ml~') ako substrdtom rozpustenym za tep-
la vo fosfatovom tlmivom roztoku (0,05 mol.1-%;
pH 5,0). Reakénéd zmes bola inkubovand pri 30°C
pocdas 15 mindt a uvolnené redukujice sacharidy
boli stariovené reakciou s kyselinou 3,5-dinitrosali-
cylovou (3,5-DNS) [20].

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na stanovenie aktivity celuldzy C, v preparéte
,,Celuldza“ S-testom Celuldza C, sme pouZili nami
vypracovany postup uvedeny v tabulke 3.

Tabulka 3. Postup stanovenia aktivity celuldzy Cx v pre-

si uvedené najviac pouZivané metddy stanovenia
aktivity celuldz [11].

Stanovenie celulolytickych aktivit sa stava jed-
noduch8im zavedenim chromolytickych substratov
[12—19]. Metody vyuZivajice tieto substraty sa za-
loZené na stanoveni enzymom uvolnenych rozpust-
nych celulézovych fragmentov, obsahujicich kova-
lentne viazané farbivo. Vychodiskové substancie
moZu byt bud rozpustné [12, 18, 19] alebo neroz-
pustné vo vode [13—17].

V predloZenej praci st prezentované vysledky
s rutinnym vyuZivanim chromolytického tabletove-
ho S-testu Celuldza C, pri stanoveni endo-1,4-8-
glukanazy (celulazy C,).

AKiivits Sabstri Staneven yellfing pardte ,Celuldza“ S-testom Celuldza Cy.
nerozp. krystalicka Pokusni vzorka Slepy pokus
celuléoza
=2 bavina
celkova Avicel (mikrokryStalic- obsah glukézy (ml) (ml)
celulolyticka ka cr]ll!&ﬂ)' Fosfitovy tlmivy roztok 0.9 0,9
filtraény papier (0,05 mol .1, pH 5,0)
T Roztok enzymu 0,1 —
0,159,
karboxymetylceluléza zniZenie viskozity
endoglukanazovi hydroxyetyleeluléza obsah red. sacharidov R A
£ BPC ST = Predinkubdcia 5 min. pri 30 °C
bavina > 5
celobiohydrolazova Avicel obsah red. sacharidov Pridavok jednej substritovej tablety — inkubécia 30 min.
‘ ameorfna celuléza
5 ‘ : T R o N 25 Pridavok zastavovacicho
celobiéza obsah glukézy roztoku 4,0 4,0
p-glukozidazova p-nitrofenyl-3-D- obsah penitrofenclu
i -glukoezid T = T T 3
Roztok enzjmu (0,15 %) — 0,1

Centrifugacia (3 000 g, 5 min.) alebo filtracia, Whatman No.l alebo Filtrak
No.595

Z ie absorb p alebo filtratu oproti slepému pokusu
pri 620 nm

Prepoéet aktivity enzymového prey P kalibra&nej krivky
(pkat.g ")

Uvedeny postup sme zopakovali pre sedem roz-
nych pridavkov pévodného enzymového roztoku
tak, aby vysledny objem bol 1 ml. Paralelne boli
vykonané pokusy referentnou metédou — pozri
Materidl a met6dy, s takymi istymi riedeniami pé-
vodného enzymového roztoku. Vztah medzi hod-



> absorbancia pri 525 nm

KVASNY PRUMYSL

rof. 37/1991 — ¢&islo 2 39
notou nameranej absorbancie a objemom pridané- D —
ho enz§mového prepardtu ,Celulaza® pri metdde ‘ |
S-test Celulaza C, a pri referencnej metode s po- ; [
uZitim 3,5-DNS Kkyseliny je uvedeny na obr. 1. Pre | '
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Obr. 1. Vztah medzi hodnotou absorbancie a objemom
pridaného  enzgymového prepardtu  ,Celuldza®
(0,15% roztok) pri metéde S-test Celuldza Cyx
(®) a pri referenénej metéde [Qj.

referenéni metédu bola zostrojend kalibra¢na kriv-
ka na D-glukézu a znazornenda je na obr. 2. PouZi-
tim tejto kalibra¢nej krivky boli hodnoty absorban-

>gluk6zu. (mmol. ™"

Obr. 2. Kulibraénd krivka pre referenénii metédu s 3,5-
DNS kyselinou na D-glukézu.

——=akhivita (ukat.g™")

Obr. 3. Kalibraénd krivka a f [As20) na stanovenie
aktivity celuldzy C. v prepardte ,Celuldza®
[z Trichoderma viride) S-testom Celuldza Cy.

cie namerané referenénou metodou premenené na
hodnoty uvoInenych redukujicich sacharidov a tie-
to boli dalej prepogitané (zahrnutim zriedovacich
pomerov a reakéného ¢asu) na hodnoty enzymo-
vych aktivit. Vypogitané hodnoty enzymovych ak-
tivit v ykat.g=! boli vynesené do grafu oproti
zodpovedajicim hodnotdm absorbancie nameranej
pri 620 nm metodou S-test Celuldza C,, ¢im bola
zostrojend kalibracnd krivka pre prepocet absor-
bancie na aktivitu celuldzy C, (obr. 3). Tato ka-
libragnu krivku pouZiva vyrobca v dalSom ako si-
cast tabletového testu.

Kalibraénti krivku na obr. 3 moZno vyjadrit vzta-
hom:

a=kaA+k:,

kde a je aktivita celuldzy C, (ukat.g=') a A je
absorbancia pri 620 nm, k1 a k: st konStanty za-
vislé od spésobu modifikdcie substratu. Pre sub-
strat pouZity v tabletdch S-test Celuldza C, v na-
Som pokuse (obr. 3) k1 = 7,936 a k2 = 0,651.

V tabulke 4 st zhrnuté vysledky presnosti stano-

Tabulka 4. Presnost stanovenia aktivity celuldzy Cy v sé-
rii S-testom Celuldza C.. Opakované stanovenie [10)
z toho istého roztoku enzimového prepardtu ,Celuldza“.

| inén:
Absorban- | Aktivita | priemer, | Odchilka | Smero- V;::ﬁ- ¥
Vzorka cia pri (rikat. hodnota | ©d prie- dajna cient
620 m g | meru odchylka o)
i | ‘ |
1 0,225 | 245 | 0,12 i
2 | o218 2,40 Lo007 |
3 i 0216 | 235 i 0,02
4 0203 | 225 — 0,08 |
5 0,222 2,40 233 0,07 | 0,08 36
6 0,199 2.25 —0,08 '
7 0.203 225 - 0,08
8 0.209 2,30 —0,03
9 0,228 245 0,12 |
10 0,199 ‘ 2,25 0,08 ‘
1

I'odnoty aktivit boli odétané z kalibrainej krivky (obr. 3)
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venia aktivity celuldzy C, v preparéate ,Celuldza*“
S-testom Celuldza C,. Pre aktivitu celulazy C, 2,33
ukat.g-! je hodnota varianého koeficientu v, =
= 3,6 0.

Pre kompletni Standardizdciu pracovného postu-
pu a medzilaboratérnu kontrolu presnosti spektro-
fotometrov je potrebné pouZit aj S-test Farebny
§tandard a enz§movy Standard celulazy C, v table-
tovej forme s deklarovanou aktivitou.

ZAVER

Z predloZenych postupov vyplyva, Ze stanovenie
aktivity celulazy C, tabletovym S-testom Celulaza
C, je rovnaké ako stanovenie aktivit inych biotech-
nologicky vyznamnych hydrolytickych enzymov
publikovanych v predchadzajacich pracach [21 az
25], €o je z hladiska Standardizacie a normalizacie
metodik stanovenia aktivity enzymov velmi vyhod-
né. Metddy st vyhodné aj pre svoju jednoduchost
a rychlost analyzy vdc3Sej série vzoriek.
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Mercceleva, V. - Zemek, ].: Stanovenie celu’dzovej ak-
tivity tabletovym S-testom Celuliza C. Kvas. priam., 37,
1991, €. 2, s. 37—40.

V praci sa prezentcvané vysledky s rutinnym wvyuZi-
vanim chromolytickéhe table‘ového S-testu Celuldza Cy
pri stanoveni celuldzovei aktivity Cy v enzymovom pre-
pardte ,Celuldza“ (produkény kmeil Trichoderma viri-
de, vyrobca JRD Petrova Ves]. x

K _ metode 3-test bola pouZita referentna -metoda
s karboxymetylcelulézou ako substrdtom, ktorého en-
zgymeovou hydrelyzou vzniknuté redukujice sacharidy
boli stanovené reakcicu s Kkyselinou 3,5-dinitrosalicylo-
vou. :

Pre aktivitu celuldzy Cx 2,33 ukat.g-! bcla hodnota
variaéného keeficienta vk = 3,6 %.

Monuoasosa, B. - 3emek, H.: Onpepenenve uemosasHoi
aKTHBHOCTH TtabserounbiM S-tectom Llemoanasa C,. Kgsat.
npym. 37, 1991, Ne 2, etp. 37—40.

B paGorte npencrabieHbl Pe3yJbTaThl PYTHHHOTO HCMOJb-
30BaHMsi XPOMOJHTHYECKOro TabsaetouHoro S-tecta Llemo-
aasa Cx B ¢epmentHom npenaparte »llemonasa« (mramm
Trichoderma viride, npoussoautear ECK Ilerposa Bec).

Jlo62aBOUHO K 3TOMY CNBLITAHHIO Obla MpHMeHeH pedepeHt-
HbIH MeTOA ¢ KapOOKCHMETHJIENII0JN030H B KauecTBe cy6-
CTpaTta, SHHMHBIM THJPOJIH30M €ro BO3HHKIIHE BOCCTaHA-
BJAHBAIOULNe caxapuabl OblIH ONpefeqJeHEl NyTeM peakiuH
¢ 3,5-AMHHTPOCATHUHIOBOH KHCJIOTOH.

Hdas aktusHOCTH 1ediosia3el Cx 2,33 ukart.r—1 pennuuHa
BapHalHoOHHOTo KO3(dHIKeHTa cocTaBasiaa vk = 3,6 %.

Mencolova, V. - Zemek, ].: Determination of Cellulase
Activity Using the Tablet S-Test Cellulase Cy. Kvas.
prim., 37, 1991, No. 2, pp 37—40.

The tablet S-Test Cellulase Cx was routinely used for
the determination of cellulase activity Cx in the ‘enzy-
me preparate ,Cellulase” [production strain Trichoder-
ma viride) from Cooperation Farm Petrova Ves. In the
comparative method carboxymethyl cellulose, as the
substrate, was enzymatically hydrolyzed and reduced
saccharides formed were determined by the reaction
with 3,5-dinitro salicylic acid. For the cellulase activity
Cx of 2,33 ukat..g~! the value of a variation coeffi-
cient was vk = 3.6 %.

Moncolova, V. - Zemek, ].: Bestimmﬁng der Cellulase-
Aktivitdt miitels Tabletten-S-Test Cellulase Cyx. Kvas.
pram., 37, 1991, Nr. 2, S. 37—40.

In der Mitteilung prédsentieren die Autoren die Er-
gebnisse mit der Routine-Applikation des chromoly-
tischen Tabletten-S-Tests Cellulase Cx zur Bestimmung
der Cellulase-Aktivitdt Cx im Enzym-Prédparat  Cellu-
lase“ (Produktionsstamm Trichoderma viride, Herstel-
ler Einheitliche landwirtschaftliche Genossenschaft
Petrova Ves).

Zu der S-Test-Methode wurde die Referenzmethode
mit Karboxymethylcellulose als Substrat angewandt,
dessen durch Enzymhydrolyse entstandenen reduzieren-
den Saccharide mittels Reaktion mit 25-Dinitrosalizyl-
sdure bestimmt wurden. -

Fiir die Aktivitit der Cellulase Cx 2,33 wkat.g—! war
der Wert des Variationskoeffizienten vk = 36 0p.



